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LISTA DE ABREVIATURAS 
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RESUMEN 

        Las células sanguíneas se originan en la médula ósea (MO), mediante el 

contacto de células troncales hematopoyéticas y células progenitoras 

hematopoyéticas (HSCs y HPCs por sus siglas en inglés respectivamente) con células 

estromales, quienes provienen de una célula multipotencial denominada célula troncal 

mesenquimal (MSC, por sus siglas en inglés). Las MSCs también favorecen la 

expansión de HSCs y HPCs in vitro, su homing e injerto dentro de la MO y una 

recuperación más rápida en el número de células hematopoyéticas en modelos 

murinos y pacientes con enfermedades hematológicas tratados con trasplante de 

células hematopoyéticas (TCH). La principal fuente de MSCs es la MO, sin embargo, 

su número y potencial de proliferación y diferenciación disminuyen al incrementarse la 

edad del donador y su obtención es un método invasivo para el mismo. Las MSCs 

provenientes de fuentes extra-embrionarias tienen ventajas dado que después del 

parto son desechos biológicos. Nuestro grupo ha demostrado que MSCs de sangre de 

cordón umbilical (SCU) y placenta (PL) tienen características biológicas similares a las 

de MO, sin embargo se desconocía si presentan la misma capacidad de mantener la 

formación de HPCs que las MSCs de MO.  

        Este trabajo tuvo como objetivo determinar y comparar la capacidad de las MSCs 

de MO, SCU y PL para mantener la formación in vitro de HPCs a partir de la población 

enriquecida en células CD34+CD38-Lin- de SCU. La población hematopoyética se 

cultivó en contacto y sin contacto con MSCs de MO, SCU o PL.                                            

        Las MSCs de las tres fuentes expresaron marcadores característicos de MSCs y 

se diferenciaron hacia adipocitos, osteoblastos y condroblastos. Las MSCs de SCU y 

PL tuvieron la misma capacidad de incrementar la proliferación y expansión de CFC 

mieloides y eritroides, células CD34+CD38-Lin- y LTC-IC que las MSCs de MO. La 

proliferación de HPCs y expansión de CFC mieloides y células CD34+CD38-Lin- fue 

significativamente mayor cuando estuvieron en contacto con MSCs (de MO, SCU o 

PL) que cuando se inhibió el mismo.  

        En conclusión, las MSCs de SCU y PL tienen la misma capacidad de favorecer  

la proliferación y expansión de HPCs que las MSCs de MO y dicha capacidad se 

incrementa mediante el contacto MSC-HPC, por consiguiente, las MSCs de SCU y PL 

al igual que las de MO, pudieran ser utilizadas en TCH. 
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ABSTRACT 

In the bone marrow (BM), mesenchymal stem cells (MSCs) give rise to stromal 

cells and contribute to supply an appropriate scaffold for hematopoiesis and a complex 

network of cytokines, adhesion molecules, and extracellular matrix proteins that 

regulate survival, proliferation, growth, and differentiation of hematopoietic stem cells 

(HSCs). Recently, MSCs have been demonstrated to improve expansion of HSCs and 

hematopoietic progenitor cells (HPCs) in vitro, to enhance engraftment and 

improvement of hematopoietic recovery. However, decrease of number of MSCs in BM 

with age makes it necessary to search for alternative sources of MSCs with capacity to 

support hematopoiesis. Umbilical cord blood (UCB) and placenta (PL) have been 

suggested as alternatives sources to BM. We have previously reported that UCB- and 

PL-MSCs have immunophenotypic and biological characteristics similar to BM-MSCs, 

however, their support expansion of HPCs capacity at the same conditions is unclear. 

The present study was aimed to isolate human MSCs from BM, UCB and PL and to 

compare their ability to support the formation of HPCs in vitro. CD34+CD38-Lin- 

enriched cells from UCB were cultured with or without contact with UCB-, PL- and BM-

MSCs in absence or presence of SCF, FL, TPO and IL-6 (seminal coctel) or SCF, FL, 

TPO, IL-6, IL-3, G-SCF and GM-CSF (mixed coctel). Proliferation of HPCs, number of 

CD34+CD38-Lin- cells, colony-forming cells (CFC) and long-term culture-initiating cells 

(LTC-IC) were assessed. MSCs from the three sources were positive for 

“mesenchymal” antigens and showed osteogenic, adipogenic and chondrogenic 

differentiation. In cultures in presence of seminal coctel, MSCs from UCB, PL and BM 

were able to increase proliferation and expansion of HPCs. In contact with MSCs from 

three sources, HPCs showed a significant increase in proliferation as well as myeloid-

CFC and CD34+CD38-Lin- cells expansion, compared to cultures with no contact. In 

addition, increase in number of eritroid-CFC and LTC-IC was observed for this 

condition. In cultures with cytokines of mixed coctel, in contact with MSCs from three 

sources, HPCs showed the highest expansion of CD34+CD38-Lin- cells.                                                          

 We concluded that UCB- and PL-MSCs have the same capacity than BM-

MSCs to support expansion of HPCs in vitro and this capacity is increased in MSC 

HPC contact, therefore UCB- and PL-MSCs may be used to improve hematopoietic 

transplantation. 
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INTRODUCCIÓN  

 

1. CÉLULAS TRONCALES 

 

Las células troncales son definidas funcionalmente como células con capacidad de 

auto-renovación (es decir, capaces de generar células hijas idénticas a la célula 

madre) y con la habilidad para generar progenie con un potencial de diferenciación 

más restringido y con funciones específicas (células diferenciadas; Lanza et al, 2009). 

Existen distintos tipos de células troncales, definidas por su potencial para originar 

diferentes células o tejidos. La primera célula troncal es el huevo fertilizado o cigoto, 

es una célula troncal totipotencial, debido a que produce tanto al embrión como a 

estructuras extraembrionarias, como la placenta, el saco vitelino y el cordón umbilical 

que son fundamentales para el desarrollo del embrión. Hasta el estadio de mórula (8 

células), cada célula es idéntica a las otras, es decir, todas son células troncales 

totipotenciales (Figura 1; Pelayo et al, 2011). 

Conforme avanza el desarrollo, el embrión alcanza un estadio de blastocisto, en el 

que cada célula que forma parte de la masa celular interna es capaz de formar células 

de cualquier tejido del organismo, de ahí que se les considere células troncales 

pluripotenciales. Dichas células troncales embrionarias (ESC por sus siglas en inglés) 

son incapaces de dar origen a las estructuras extraembrionarias (Figura 1; Odorico et 

al, 2001). 

A partir de las ESCs se producen diferentes células troncales somáticas, 

incluyendo aquellas que dan origen al sistema nervioso, la sangre, el hígado, el 

músculo, etc. Estas células troncales son consideradas multipotenciales ya que 

pueden generar diferentes linajes celulares dentro de un mismo tejido (Figura 1). A 

partir de las ESCs, se producen también un tipo diferente de células troncales no 

somáticas: las células troncales germinales, que migran a las gónadas en desarrollo 

(crestas genitales) y eventualmente dan lugar a los gametos (Pelayo et al, 2011). 

La frecuencia de las células troncales presentes en los tejidos es muy baja y no 

poseen características morfológicas que puedan utilizarse para su identificación, por 

lo tanto, actualmente la forma de reconocer a estas células incluye tanto análisis 

inmunofenotípico (es decir, la expresión de moléculas de membrana o intracelulares), 
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como la expresión de genes que pueden actuar como marcadores. Sin embargo, son 

los ensayos funcionales, tanto in vivo como in vitro, los que determinan la identidad de 

toda célula troncal (Pelayo et al, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Células troncales. El cigoto es una célula troncal totipotencial (origina al 

embrión y a las estructuras extraembrionarias). Al autoreplicarse, genera células idénticas 

a ella que constituyen el estadio de mórula. En el estadio de blastocisto, las células de la 

masa celular interna corresponden a células troncales embrionarias pluripotenciales 

(pueden formar células de cualquier tejido embrionario); dichas células, dan lugar a 

células troncales de la línea germinal y a células troncales multipotenciales de las tres 

capas embrionarias: Mesodermo (ej. sangre y músculo), Ectodermo (ej. cerebro y piel) y 

Endodermo (ej. hígado y páncreas), Modificado de Pelayo et al, 2001.  

 

En la mayoría de los tejidos, entre las células troncales y su progenie totalmente 

diferenciada, existen poblaciones intermedias de células progenitoras y precursoras 
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que no son capaces de auto-renovarse, poseen capacidad de proliferación y un 

restringido potencial de diferenciación. Una de las principales funciones de estas 

poblaciones intermedias es incrementar el número de células diferenciadas por cada 

división de las células troncales (Pelayo et al, 2011). 

La viabilidad, auto-renovación, proliferación y diferenciación de las células 

troncales, son procesos extremadamente complejos, que dependen de diversos 

factores, tanto intrínsecos como extrínsecos. Los primeros comprenden una variedad 

de moléculas reguladoras, presentes en la célula de acuerdo al tejido o linaje al que 

pertenece; los segundos, incluyen a todos los tipos celulares y sus productos que 

forman parte del microambiente en el que la célula se desarrolla. En otras palabras, la 

función de las células troncales depende de factores reguladores intrínsecos que son 

modulados por señales externas (Pelayo et al, 2011).  

Un ejemplo claro de la regulación de las células troncales por su microambiente, 

es el caso de las células troncales hematopoyéticas (HSC por sus siglas en inglés) en 

la médula ósea (MO). Este órgano en etapa post-natal está compuesto por dos 

sistemas celulares principales: el sistema hematopoyético y el sistema estromal, 

quienes co-existen y trabajan conjuntamente (Bianco et al, 2001).  

 

 

2. SISTEMA HEMATOPOYÉTICO 

 

 Antes de comenzar a describir el sistema hematopoyético, es necesario definir 

algunos términos utilizados en este y los siguientes apartados. La proliferación se 

refiere al incremento en el número de células totales (Figura 2). Otros términos 

pueden involucrar a la proliferación, sin embargo, hacen referencia a una población 

celular particular. Por ejemplo, el mantenimiento indica la conservación del número de 

células con características semejantes a las células que las originaron, la expansión 

se refiere al incremento de una población celular con características semejantes a las 

células que las originaron, mientras que pérdida indica la disminución o desaparición 

de células con características semejantes a las células que las originaron (Figura 2; 

Flores-Guzmán, 2006). 



8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Definición de los conceptos de mantenimiento, expansión y pérdida celular. En 

todos los casos, se implica una proliferación (incremento en el número celular); sin 

embargo, puede existir un mantenimiento de la población con características semejantes 

a la que le dio origen. Una segunda posibilidad, es que esta población se incremente 

(expansión) o bien, que ocurra una pérdida de la misma en la nueva generación de 

células originadas. Modificado de Flores-Guzman, 2006. 

 

El sistema hematopoyético se conforma de cuatro compartimentos celulares, 

determinados de acuerdo al estadio de maduración de las células. El primero es el de 

las HSCs, capaces de auto-renovarse y de generar a todos los linajes hematopoyéticos 

in vivo, así como de sostener la producción de estas células a lo largo de la vida de un 

individuo. Las HSCs de humano expresan los antígenos  CD34, CD90, CD117 y CD133 

y se pueden identificar mediante ensayos de reconstitución de la médula ósea en 

ratones inmunodeficientes (Figura 3; Szilvassy, 2003; Wognum et al, 2003; Mayani et 

al, 2007).  

En el segundo compartimento se encuentran las células progenitoras 

hematopoyéticas (HPCs por sus siglas en inglés),  que se originan a partir de las HSCs 

y que han perdido su capacidad de autorrenovación, poseen un alto potencial de 

proliferación y pueden ser multipotenciales (origina a todos los linajes 
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HPCs más primitivas         CD34+CD38-Lin-         LTC-IC 

HPCs menos primitivas    CD34+CD38+Lin-           CFC   

Inmunofenotipo Funcionalidad 

in vitro 

hematopoyéticos), bipotenciales (restringida a dos linajes hematopoyéticos) ó 

monopotenciales (restringida a un linaje hematopoyético). Las HSCs y HPCs 

comparten la expresión del antígeno CD34, sin embargo las HSCs y las HPCs más 

primitivas no expresan CD38, mientras que las HPCs menos primitivas expresan este 

antígeno y marcadores celulares particulares de acuerdo al linaje al que pertenecen 

(Mayani et al, 1993; Mayani et al, 2007). Las HPCs más primitivas se pueden identificar 

in vitro mediante ensayos de células iniciadoras de cultivos a largo plazo (LTC-IC por 

sus siglas en inglés) mientras que las HPCs menos primitivas, a través de ensayos de 

células formadoras de colonias (CFC, Figura 3; Flores-Guzmán et al, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Sistema hematopoyético. Presencia de cuatro compartimentos celulares 

determinados por el grado de madurez de las células. Se indican el inmunofenotipo y el 

ensayo de funcionalidad in vitro para identificar a las HPCs. LTC-IC, del inglés long-term- 

culture-initiating cell; CFC, célula formadora de colonia. 

 

 Las HPCs dan lugar a las células precursoras (tercer compartimento), 

comprometidas hacia un linaje determinado, con capacidad de proliferación limitada y 

se pueden reconocer por su morfología observándolas bajo el microscopio. Por último, 

CÉLULA TRONCAL 

HEMATOPOYÉTICA (HSC) 

CÉLULA PROGENITORA 

HEMATOPOYÉTICA (HPC) 

CÉLULAS 

PRECURSORAS 

CÉLULAS 

MADURAS 

SISTEMA HEMATOPOYÉTICO 
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en el cuarto compartimento se encuentran las células maduras circulantes, originadas a 

partir de las células precursoras (Figura 3; Mayani et al, 2007). 

 Las células hematopoyéticas tienen un tiempo de vida finito, por lo que 

mantener sus números en condiciones estándar o de amplificación en respuesta a 

estrés hematológico, requiere de una actividad hematopoyética constante y 

experimentar una serie de divisiones clonales a lo largo de la vida del individuo 

(Szilvassy, 2003).  

 Las células hematopoyéticas residen dentro de la MO en un microambiente 

especializado que modula la quiescencia, autorrenovación, proliferación y compromiso 

de las HSCs y la expansión, maduración y apoptosis de las HPCs.  La regulación de 

estos mecanismos es a través de interacciones físicas y bioquímicas que ocurren 

entre las células hematopoyéticas y el sistema estromal (Mayani et al, 1992; Hubin et 

al, 2005; Panoskaltsis et al, 2005; Adams y Scadden, 2006). 

 

 

3. SISTEMA ESTROMAL 

 

El sistema estromal es una red de células estromales que producen moléculas 

de la matriz extracelular, moléculas de adhesión y citocinas que regulan la 

hematopoyesis (Figura 4). El sistema estromal consiste de cinco tipos de células: 

macrófagos, células endoteliales, células reticulares, adipocitos y osteoblastos 

(Mayani et al, 1992).  A continuación se mencionan algunas características de las 

células que conforman el sistema estromal. 

Los macrófagos, quienes se originan a partir de células hematopoyéticas, 

son el segundo mayor componente celular del estroma y se encuentran en tres 

sitios diferentes 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).   
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Figura 4. Células que conforman el sistema estromal de la MO. Macrófagos de origen 

hematopoyético; osteoblastos, adipocitos y células reticulares de origen mesenquimal  y 

células endoteliales. La interacción de las células hematopoyéticas con las células 

estromales se llevan a cabo mediante tres tipos de interacciones: interacción con citocinas 

solubles, interacción con moléculas de la MEC e interacción célula-célula mediante 

moléculas de adhesión; MEC, moléculas de la matriz extracelular. Modificado de Mayani 

et al, 2007. 

 

Las células endoteliales se originan de una célula progenitora endotelial. La 

red vascular medular está cubierta por una capa de células endoteliales que se 

encuentran en contacto estrecho con las células hematopoyéticas maduras que 

salen hacia la circulación (Bianco et al, 2001), lo que sugiere que las células 

endoteliales pueden modular los últimos estadios de maduración de las células 

hematopoyéticas y su liberación hacia torrente sanguíneo. Se ha reportado que las 

células endoteliales expresan moléculas que regulan la adhesión, homing 
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(capacidad de dirigirse hacia diferentes tejidos), injerto después de trasplante  y 

posiblemente la proliferación de las HSCs (Jung et al, 2007; Rafii et al, 1997).  

Las células reticulares son el mayor componente celular del estroma de la 

MO (Mayani et al, 1992; Bianco y Boyde, 1993). Se ha reportado la presencia de 

células reticulares que secretan altos niveles de CXCL12 (quimiocina conocida 

también como el factor derivado de célula estromal-1, SDF-1 por sus siglas en 

inglés, molécula esencial para el homing, quiescencia y sobrevida de las HSCs; 

Sugiyama et al, 2006; Le´vesque et al, 2010) alrededor de los sinusoides venosos. 

Estas células llamadas células CAR (del inglés: CXCL12-abundant reticular cells), 

también son el mayor productor del factor de célula troncal (SCF por sus siglas en 

inglés) en la MO, esencial para el mantenimiento y quiescencia de las HSCs 

(Omatsu et al, 2010). La mayoría de las células CAR tienen el potencial para 

diferenciarse hacia adipocitos y osteoblastos y son requeridas para la proliferación 

de células progenitoras eritroides y de células B, así como para el mantenimiento 

de las HSCs en un estado indiferenciado (Sugiyama et al, 2006; Omatsu et al, 

2010). 

Los adipocitos aumentan en la MO cuando se presenta una patología o 

cuando se reduce la actividad hematopoyética debido al incremento en la edad del 

individuo (Bianco et al, 1999). Se ha reportado que una manera indirecta en que 

los adipocitos regulan la hematopoyesis es mediante la secreción de leptina, 

debido a que sus niveles están relacionados con el número de células blancas 

(Wilson et al, 1997), de la misma manera, la secreción de adiponectina incrementa 

la proliferación de las HSCs manteniendolas en un estado funcionalmente 

inmaduro (DiMascio et al, 2007). 

Los osteoblastos producen CXCL12 y osteopontina, involucrados en la 

retención y mantenimiento de las HSCs, así como angiopoyetina-1 (Ang-1), SCF y 

trombopoyetina (TPO) quienes mantienen a las HSCs en un estado quiescente 

(Nagasawa et al, 2011). Se sabe que el número de HSCs incrementa conforme 

aumenta el número de osteoblastos y que HSCs se localizan adjuntas a células 

osteoblásticas sobre la superficie del hueso (Zhang et al, 2003). 
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Los adipocitos, osteoblastos y células reticulares se originan a partir de una 

célula multipotencial denominada célula troncal mesenquimal (Figura 4; MSC por 

sus siglas en inglés; Dazzi et al, 2006; Nagasawa et al, 2011).  

 

 

4. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE MSCs PROVENIENTES DE MO 

 

La presencia de MSCs en la MO fue documentada por primera vez por Goujon 

en 1869, quien observó el potencial osteogénico de algunas células en trasplantes 

heterotópicos de MO de conejo (Goujon et al, 1869), lo cual fue confirmado un año 

después por Biakow (1870). Hasta 1960 fue que Danis volvió a mostrar que dentro de 

la MO hay células que tienen un potencial osteogénico y no sólo factores inductores 

hacia este linaje, para lo cual, colocó médula dentro de una cámara de difusión (dos 

membranas semipermeables separadas por un anillo de plástico) implantándola en un 

animal hospedero y observando posteriormente su contenido mediante métodos 

histológicos (Danis, 1960). Estos resultados fueron confirmados por experimentos 

similares realizados por otros investigadores más tarde (Petrakova et al, 1963; 

Friedenstein et al, 1966), en donde además de observar la formación de osteoblastos, 

se encontró la formación de condrocitos dentro de las cámaras de difusión, 

demostrando que la MO tenía al menos el potencial para formar hueso y cartílago.  

Más tarde se demostró que el potencial osteogénico de la MO era una 

característica de un subgrupo de células que conformaban un muy bajo porcentaje del 

total de la población celular de la MO (Friedenstein, 1973). Después, utilizando 

ratones y cobayos, observaron que estas células son adherentes al plástico del plato 

de cultivo, no son fagocíticas, tienen morfología fibroblastoide y que dan origen a 

células del estroma medular (adipocitos, osteoblastos y fibroblastos estromales). 

Dichas células fueron denominadas como mecanocitos estromales o unidades 

formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F por sus siglas en inglés) ya que sus 

colonias se formaban a partir de una sola célula (Friedenstein et al, 1974; 1976). 

Owen desarrolló el concepto en el que células de tejido conectivo derivan de 

un antecesor común, al cual denominó célula troncal estromal (Owen, 1978) y más 

tarde propuso un modelo con tres compartimentos: el de una célula troncal, el de una 
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célula progenitora comprometida y el de células maduras que incluían células 

reticulares, fibroblastos, adipocitos y osteoblastos (Owen, 1985). A principos de los 

90´s, Caplan llamó a esta célula adulta multipotente “célula troncal mesenquimal”, 

teniendo la capacidad de formar tejidos como el adiposo, tendón, ligamento, músculo 

y dermis, a esta capacidad de diferenciación hacia múltiples fenotipos mesenquimales 

se le nombro mesengénesis (Figura 5; Caplan 1991; 1994).  

La prueba formal de la mulitpotencialidad de la MSCs vino a partir de 

experimentos sobre poblaciones clonales con células obtenidas de modelos animales 

(Bennet et al, 1991; Dennis y Caplan 1996; Dennis et al, 1999). Finalmente, la primera 

descripción detallada del potencial tri-linaje (adipocitos, condroblastos y osteoblastos) 

de MSCs de MO de humano fue descrita por Pittenger, en donde tres de seis colonias 

de MSCs fueron capaces de diferenciarse hacia adipocitos, osteoblastos y 

condrocitos, mientras que las seis tuvieron la capacidad de diferenciarse hacia hueso 

(Pittenger et al, 1999). 

En los experimentos de Friedenstein, la manera de obtener y expandir a las 

MSCs consistía en cultivar a las células provenientes de MO, después de un periodo 

de tiempo retiraba las células en suspensión y cultivaba a las células adheridas al 

plato de cultivo. Durante los primeros días las población de células adherentes era 

heterogénea, pero después de varias resiembras se formaban colonias de células con 

morfología fibroblastoide (Haynesworth et al, 1992; Flores-Figueroa et al, 2005). En la 

década de los 90´s, Caplan y colaboradores obtuvieron MSCs de MO de humanos 

adultos modificando el método utilizado por Friedenstein, para lo cual obtenían MO de 

aspirados de cresta iliaca y de la epífisis femoral de donadores sanos. Se obtenían las 

células nucleadas en la fracción de baja densidad de un gradiente de Percoll, después 

de tres días se desechaban las células no adherentes al plato del cultivo, mientras 

que las células adheridas seguían siendo cultivadas (Haynesworth et al, 1992).  

Actualmente diversos grupos de investigación han utilizado gradientes de Ficoll 

en lugar de Percoll para la obtención de MSCs (Flores-Figueroa et al, 2005; 

Montesinos et al, 2009). También se han usado distintos medios de cultivos como 

αMEM o DMEM bajo en glucosa, así como diferentes concentraciones de suero fetal 

de bovino.   
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En los siguientes años, diferentes grupos trataron de buscar un marcador de 

linaje para lograr una obtención más pura de MSCs y que excluyera a las células 

hematopoyéticas. De los marcadores más tempranos que se encontraron expresados 

en las MSCs fueron los antígenos que se unen a SH2, SH3 y SH4 (Haynesworth et al, 

1992). Estudios posteriores mostraron que SH2 se une a CD105, un tipo de receptor 

de TGF-β3 encontrado también sobre macrófagos y células endoteliales. Además 

SH3 y SH4 se une específicamente a CD73, una molécula expresada en 

subpoblaciones de células T, B y células endoteliales (Rickard et al, 1996). 

Actualmente, CD105 y CD73 son parte del grupo de anticuerpos que contribuyen a la 

caracterización de las MSCs (Dominici et al, 2006).  

 

 

Figura 5. Mesengénesis. Proceso de la formación de tejido mesenquimal a partir de MSCs 

sugerido por Arnold Caplan. Modificadado de Caplan, 1994. 
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Otra estrategia empleada fue crear nuevos anticuerpos que reconozcan a las 

MSCs, tal como es el caso de STRO-1, que reconoce a las células estromales de MO 

como adipocitos, células de músculo liso, fibroblastos estromales y algunas CFU-F, 

sin embrago, este anticuerpo también reconoce a células eritroides y no se expresa 

en todas las MSCs (Simmons y Torok-Storb, 1991;  Pittenger et al, 1999). 

Debido a que hasta ahora no se ha identificado una molécula que sea 

específica para las MSCs y que permita obtenerlas de manera selectiva, además que 

diferentes investigadores han utilizado distintos métodos para su obtención y 

condiciones para su crecimiento, en el año 2006, la Sociedad Internacional de Terapia 

Celular (ISCT por sus siglas en inglés), propuso a la comunidad científica adoptar 

medidas estándares para la identificación de MSCs. Así, la ISCT propone tres 

criterios: primero, las células deben ser adherentes al plástico cuando son mantenidas 

en cultivo; segundo, deben ser positivas para los antígenos CD105, CD73 y CD90, 

adicionalmente deben ser negativas para la expresión de antígenos hematopoyéticos 

tales como CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19 y HLA-DR y tercero, deben ser 

capaces de diferenciarse hacia adipocitos, osteoblastos y condroblastos (Dominici et 

al, 2006). 

Inicialmente se pensó que las MSCs eran capaces de generar únicamente 

células de origen mesodérmico (osteoblastos, condroblastos, adipocitos, fibroblastos, 

cardiomiocitos y tenocitos) sin embargo, publicaciones demostraron más tarde que 

son capaces de diferenciarse a células del endodermo (hepatocitos y epitelio) y 

ectodermo (neuronas; Bobis et al, 2006; Baksh et al, 2004; Pittenger y Martin, 2004). 

Algunos científicos hipotetizan que la generación de células de origen diferente al 

mesodérmico es debido a un proceso de reprogramación en la expresión de genes 

denominado plasticidad celular (Sato et al, 2005; Bobis et al, 2006). 

Uno de los primeros estudios relacionados con el uso terapéutico de las MSCs, 

fue su trasplante en pacientes con osteogénesis imperfecta diferenciándose hacia 

osteoblastos y regenerando el tejido óseo, en pacientes con infarto al miocardio donde 

son capaces de diferenciarse hacia cardiomiocitos (Horwitz et al, 1999; Vassalli y 

Mocoetti 2011) y su capacidad de injerto en músculo estriado de pacientes con 

distrofia muscular (Gussoni et al, 2002).  
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Similar a lo que sucede en el sistema hematopoyético, las MSCs secretan 

citocinas que pueden actuar de manera autócrina y/o parácrina. Estas citocinas 

pueden suprimir reacciones inmunes locales, inhibir fibrosis y apoptosis e incrementar 

el proceso de angiogenesis en tejido en reparación. Este fenómeno de las MSCs 

como mediadores tróficos se ha observado en modelos de infarto al corazón, infarto al 

cerebro y regeneración de meniscos, sin que las MSCs se diferencien a células del 

tejido dañado (Caplan y Dennis, 2006; Li et al 2005; Pak et al, 2003; Murphy et al, 

2003). Y como ya se mencionó, en el TCH, en donde las MSCs mejoran el injerto de 

las células hematopoyéticas, aceleran la reconstitución de la hematopoyesis y 

disminuyen la enfermedad de injerto contra hospedero (EICH) al inhibir la activación 

de los linfocitos T (Maitra et al, 2004; Fang et al, 2009). 

 

 

5. PAPEL DE LAS MSCs  EN EL NICHO DE LAS HSCs  

 

Dentro del microambiente hematopoyético, las HSCs se localizan en un sitio 

específico llamado nicho de célula troncal, quien regula su quiescencia, 

autorrenovación y diferenciación (Ehninger y Trumpp 2011), datos reportados sugieren 

que las HSCs quiescentes se localizan principalmente en el endosteo trabecular  (nicho 

osteoblástico ó endosteal), mientras que las HSCs que se encuentran en división 

residen en el sinusoide perivascular  (nicho endotelial o vascular) de la MO (Kiel et al, 

2005; Kiel y Morrison, 2006), además de la presencia de HSCs en un tercer nicho 

sobre células reticulares (nicho reticular; Nagasawa et al, 2011). 

Investigaciones recientes señalan que las MSCs son componentes importantes 

del estroma hematopoyético dentro de la MO, ya que además de originar a células 

estromales, las MSCs producen moléculas de la MEC y citocinas importantes para la 

hematopoyesis y expresan ligandos para moléculas de superficie presentes en las 

células hematopoyéticas (Tabla 1; Le Blanc, 2009). 

Se ha observado en modelos murinos, que distintas sub-poblaciones de MSCs 

se encuentran localizadas dentro de los diferentes nichos de las HSCs, mostrando así 

un papel importante en la regulación de estas células hematopoyéticas (Figura 6; 

Nagasawa et al, 2011). 
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 Tabla 1. Moléculas producidas por MSCs importantes en la regulación de la 
hematopoyesis 
 

 

Entre las moléculas que producen las MSCs se encuentran citocinas, moléculas de la 

MEC, moléculas de adhesión e integrinas importantes para su interacción con células 

hematopoyesis (Flores-Figueroa et al, 2006; Overstraeten-Schlogel et al, 2006; Petrini et 

al, 2009; Da Silva et al, 2008; Sorrentinoa et al 2008; Wagner et al, 2008 b, Docheva et al, 

2008). 

 

 Dentro de los componentes del nicho vascular se encuentran las células CAR, 

que en modelos murinos, se originan de una subpoblación de MSCs CD146+ (molécula 

CITOCINAS MOLÉCULA S DE LA MEC RECEPTORES 

 IL-2   Colagena I,III,IV,VI   rIL-1  

 IL-4   Laminina   rIL-3 

 IL-10    Trombospondina    rIL-4  

 IL-12p170    Tenacina    rIL-6  

 IL-13    Fibronectina    rIL-7 

 LIF    Vimentina    r-PDGF  

 IL-3    Osteopontina    r-NGF  

 IL-11    r-TNFIgII  

 GM-CSF     r-IFNg 

 M-CSF  MOLECULAS DE ADHESION   r-EGF 

 IL-6    ICAM-1    r-FGF 

 SCF    ICAM-2    r-IGF 

 Flt-3L   VCAM-1    r-TGFb-I,II 

 Tpo    ALCAM   

 VEGF-A,-C   L-selectina   

 MCP-1    LFA-3  QUIMIOCINAS 

 PIGF    Endoglina  CCL2, 3, 4, 5, 7, 20, 26 

 FGF-1   CD44   CX3CL1 

 Angpt-1,-2   CXCL5 

 SDF-1    CXCL11 

 BMP-2  INTEGRINAS  CXCL1 

 IFN-g  α1, α2, α3, α4, α5, α6  CXCL8 

 TNF  Aα  CXCL12 

 MIP-1ª  Av  CXCL2 

 OPG  ß1, ß3, ß4, β5  CXCL10 

IGFBP-2   
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de adhesión) que también producen células del nicho endosteal
 
(Nagasawa et al, 

2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo de la localización y participación de las MSCs dentro de los nichos de 

HSCs en la MO de ratón. Nicho endosteal, formado principalmente por osteoblastos. 

Nicho vascular, formado por células endoteliales de los sinusoides venosos. Nicho de 

células CAR originadas a partir de MSCs. Las MSCs se encuentran presentes en los tres 

nichos y presentan la capacidad de diferenciarse hacia osteoblastos y adipocitos. 

Modificado de Nagasawa et al, 2011.  

 

En el mismo nicho endosteal, MSCs producen moléculas como CXCL12, 

osteopontina y N-cadherina involucradas en el mantenimiento de las HSCs, así como 

moléculas que mantienen su quiescencia como Ang-1 y TPO (Nakamura et al, 2010; 

Wilson et al, 2009). La secreción de CXCL12 a partir de MSCs humanas es un evento 

dependiente del contacto MSC-HSC, necesario para que las MSCs realicen la función 

de mantenimiento de las HSCs (Schajnovitz et al, 2011). Las MSCs también producen 

moléculas como SCF y Flt-3L (Ligando del receptor tirosina cinasa parecido a c-fms 
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tipo 3) que favorecen el mantenimiento y expansión de las HSCs, así como citocinas 

involucradas en el proceso de compromiso y maduración de las células 

hematopoyéticas (IL-6, IL-3 y el factor estimulador de colonias de monocitos y 

macrófagos: M-CSF por sus siglas en inglés;  Flores-Figueroa et al 2006).  

Las MSCs además pueden interactuar con células hematopoyéticas primitivas 

mediante el contacto célula-célula a través de otras moléculas de adhesión como 

VCAM-1 (molécula de adhesión celular vascular), ICAM-1 (molécula de adhesión 

intracelular-1), ICAM-2, ALCAM (molécula de adhesión celular de linfocito activado), 

L-selectina, LFA-3 (antígeno asociado a la función leucocitaria), CD44 e integrinas-β1 

(CD29; Wang et al, 1998; Gottschling et al, 2007; Wagner et al, 2008 a).  

Las integrinas-β1, especialmente VLA4 y VLA5, juegan un papel vital en la 

interacción temprana de las HSCs con su nicho en la MO
 
(Texiodó et al, 1992; Voura 

et al, 1997; Papayannopoulou et al, 2001), además están involucradas en la 

proliferación, sobrevivencia, crecimiento clonogénico y mantenimiento de HPCs 

durante su cultivo ex-vivo
 
(Hurley et al, 1995; Yokota et al, 1998; Schofield et al, 1998) 

y son necesarias para el homing e injerto de las HSCs y HPCs en modelos murinos
 

(Brakebusch et al, 2002; Bungartz et al, 2006). Se ha visto que las MSCs de humano 

son capaces de reclutar HSCs dentro del ciclo celular y acelerar sus cinéticas de 

división sin la pérdida de la función de célula troncal, la inducción de la 

autorrenovación de las HSCs mediante integrinas-β1 se debe a un mecanismo 

dependiente del contacto MSC-HSC (Gottschling et al, 2007). 

Las MSCs también producen Nestina, una proteína de filamento intermedio que 

fue originalmente identificada como un marcador de células progenitoras neurales, 

aunque su expresión ha sido detectada en células embrionarias, células progenitoras 

multipotentes (Wiese et al, 2004), células progenitoras de células satélite de músculo 

esquelético y células endoteliales (Day et al, 2007). Se ha observado una población de 

MSCs Nestina+ que tienen una distribución perivascular y están  espacialmente 

asociadas con el mantenimiento de HSCs (Ehninger et al, 2011; Mendez-Ferrer et al, 

2010). Mediante análisis inmunohistoquimicos, se ha detectado en modelos murinos 

una población de células Nestina-GFP+ que constituye aproximadamente el 0.044% de 

las células nucleadas de la MO, que tienen una distribución perivascular y que 

adyacentes a ellas se encuentran HSCs, además se observó que células CD45- 
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Nestina-GFP+ tienen una mayor expresión de RNAm para CXCL12 y SCF que células 

CD45- Nestina-GFP- (Nagasawa et al, 2011). La depleción de células que expresan 

Nestina disminuye el número de HSCs en ratones, esto indica la posibilidad que células 

Nestina+ están involucradas en la retención de las HSCs en la MO (Nagasawa et al, 

2011).  Dentro de las células Nestina-GFP+ se encuentran células que forman CFC-F y 

que se pueden diferenciar hacia adipocitos y osteoblastos, lo que podría indicar que un 

importante número de ellas son MSCs (Mendez-Ferrer et al, 2010; Nagasawa et al, 

2011).  

Dentro de las proteínas de la MEC que producen las MSCs se encuentran la 

colágena tipo I, III, IV y VI, fibronectina, laminina, osteopontina y proteoglicanos, 

moléculas importantes en el mantenimiento de la quiescencia de las HSCs (Gottschling 

et al, 2007). 

 

 

6. FUENTES ALTERNATIVAS PARA LA OBTENCIÓN DE MSCs 

 

La principal fuente de MSCs es la MO, ya que fue el primer sitio en donde se 

localizaron y a partir del cual se han caracterizado, en este órgano las MSCs 

constituyen un bajo porcentaje que fluctúa entre el 0.001% y hasta el 0.01% de las 

células mononucleares (CMNs) obtenidas por gradiente de densidad (Pittenger et al, 

1999).   

Las MSCs también se han localizado y obtenido a partir de otros tejidos y 

órganos provenientes de modelos animales y de humano. Entre las diferentes fuentes 

de MSCs se encuentran tejidos u órganos en etapa adulta como el tejido adiposo 

(Gronthos et al, 2001), sangre periférica de individuos normales (Zvaifler et al, 2000), 

sangre periférica movilizada (SPM) de pacientes con cáncer de mama (Fernández et 

al, 1997), pulmón (in `t Anker et al, 2003), músculo esquelético (Williams et al, 1999), 

hueso trabecular (Sottile et al, 2002) y pulpa dental (Miura et al, 2003).  

También se ha reportado la obtención de MSCs a partir de fuentes fetales 

como sangre, MO, hígado y bazo (Campagnoli et al, 2001; in`t Anker et al, 2003). Así 

como de tejidos extra-embrionarios como sangre de cordón umbilical (Erices et al, 

2000; Montesinos et al, 2009), placenta (Mariotti et al 2008; Montesinos et al, 2009), 
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vellos coriónicos de la placenta (Igura et al 2004), fluido amniótico (Tsai et al, 2004), 

vena de cordón umbilical (Panepucci et al, 2004) y gelatina de Wharton (Wang et al, 

2004 a). 

La obtención de MSCs a partir de MO presenta ciertas desventajas tales como 

que su obtención es un método invasivo y doloroso para el donador y que su número 

y calidad (potencial de proliferación y capacidad de diferenciación), disminuyen 

conforme incrementa la edad del mismo y puede variar incluso cuando son obtenidas 

en más de una ocasión a partir del mismo donador (Phinney et al, 1999; D I’ppolitto et 

al, 1999; Romanov et al, 2003). Por otro lado, la obtención de MSCs a partir de 

fuentes alternativas a la MO, particularmente las fuentes extra-embrionarias tiene 

ventajas ya que su obtención no ocasiona algún riesgo para los donadores (madre o 

recién nacido), no se desgasta algún órgano funcional de los mismos, ya que después 

del parto son desechos biológicos, presentan un menor riesgo de transmisión viral y 

tienen un fácil proceso de obtención. Las MSCs obtenidas de fuentes alternativas a la 

MO cumplen las medidas estándares que definen a las MSCs, tales como su 

capacidad de adhesión al plato de cultivo, una morfología fibroblastoide, la expresión 

de marcadores característicos de MSCs y la capacidad de diferenciación hacia el 

linaje adipogénico, osteogénico y condrogénico. No obstante, en la mayoría de los 

casos falta analizar muchas de sus características funcionales, por lo que no se sabe 

si las MSCs de fuentes alternativas pueden reemplazar a las provenientes de MO 

dentro del campo de la terapia celular.   
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ANTECEDENTES  

 

1. PAPEL DE LAS MSCs EN LA EXPANSIÓN IN VITRO DE HPCs 

 

Para la expansión in vitro de HSCs y HPCs con el fin de incrementar su número 

para usarlas en trasplantes de células hematopoyéticas, se han usado diferentes 

citocinas como SCF, FL, TPO, IL-6, IL-3, sin embargo, la optima combinación y 

concentración de citocinas para preservar el estadio primitivo, aún no ha sido 

establecido. Tal como sucede dentro de la MO, el cultivo ex vivo de HSCs y HPCs 

requiere de un microambiente complejo, rico en citocinas, moléculas de la MEC y el 

contacto célula-célula para obtener mejores resultados en su expansión. 

Debido a que las MSCs tienen un papel primordial no solo en la formación de células 

estromales de la MO, sino también en la producción y expresión de moléculas 

importantes en el nicho de las HSCs (Il-hoan et al, 2010;  Nagasawa et al, 2011), se  

han utilizado para expandir in vitro a las HSCs y HPCs. De esta manera, por muchos 

grupos ha sido demostrado que tanto el uso de MSCs como el de diferentes cocteles 

de citocinas, incrementan la expansión ex vivo de HPCs (Robinson et al, 2005; 2006; 

McNiece et al, 2004; Kadereit et al 2002; Wagner et al, 2007 a y b; 2008 a; Walenda et 

al, 2010; Zhang et al, 2006; Pineault et al, 2010; De Haan et al, 2003; Zhang et al, 

2008) incluso, que el incremento es mayor en presencia de ambos componentes en 

comparación con la expansión en presencia de MSCs o de citocinas de manera 

individual (Walenda et al, 2011).  

Uno de los primeros experimentos en los que se usaron MSCs como capa estromal 

con el fin de favorecer la expansión de HPCs, fue en cultivos para determinar la 

proliferación y expansión de células hematopoyéticas a partir de CMNs de SCU, que 

resultó en un incremento de 10 a 20 veces del total de células nucleadas, de 7 a 18 

veces la expansión de células progenitoras comprometidas (células formadoras de 

colonias de granulocitos y monocitos; CFC-GM) y de 2 a 5 veces la expansión de 

células progenitoras primitivas (progenitores con alto potencial proliferativo; HPP por 

sus siglas en inglés), así como de 16 a 37 veces la expansión de células CD34+, todo 

esto en presencia de citocinas (SCF, G-CSF y GM-CSF a 100ng/ml cada una) al día 14 

de cultivo (McNiece et al, 2004). 
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Otros grupos comenzaron a expandir HPCs a partir de poblaciones más 

homogéneas y primitivas, obteniendo un mayor incremento en el número de células 

hematopoyéticas, como es el caso de Magin y colaboradores en 2009, quienes usaron 

una población enriquecida mediante selección positiva en células CD34+ a partir de 

SCU. Se observó un incremento en la proliferación de células nucleadas totales de 30 

a 60 veces, la expansión de CFC de 20 a 40 veces y las células formadoras de áreas 

de adoquines (CAFC por sus siglas en ingles) fue de 10 a 50 veces, esto en presencia 

de citocinas (50ng/ml de SCF, 50ng/ml de FL, 20ng/ml de TPO y 10ng/ml de IL-3) al 

día 7 de cultivo (Magin et al, 2009). 

Otros investigadores, incluso, han utilizado un sistema para inhibir el contacto 

MSCs-HPCs mediante el uso de una membrana transwell con poros de 0.45um, con el 

fin de determinar la importancia del contacto célula-célula, como es el caso de Lia Na y 

colaboradores en 2007, quienes usaron una población enriquecida mediante selección 

positiva en células CD34+ a partir de SPM. Las condiciones que usaron en los cultivos 

fueron en presencia de MSCs en contacto o sin contacto con las HPCs ó con medio 

condicionado de MSCs. En cultivos en presencia de medio condicionado y cultivos en 

donde se inhibió el contacto MSCs-HPCs, no se encontraron diferencias significativas 

en la proliferación y expansión de HPCs en comparación con cultivos sin MSCs. 

Mientras que en cultivos en donde se permitió el contacto MSC-HPC, resultó en un 

incremento de 242±45 veces el número de células nucleadas totales, 126±16 veces el 

número de CFC, 6.3±1.6 veces el número de las CAFC y 92±31 veces el número de 

células CD34+, al día 14 de cultivo. Lo que sugiere que los factores involucrados en el 

contacto célula-célula producidos por las MSCs, tienen un papel primordial en la 

expansión de HPCs, aún en presencia de citocinas exógenas (50ng/ml de SCF, 

50ng/ml de FL y 10ng/ml de TPO; Lia Na et al, 2007). 

El Dr. Mayani y colaboradores en 2009, desarrollaron un protocolo para la 

expansión de HPCs in vitro, en donde utilizan una población más primitiva enriquecida 

mediante selección negativa en células CD34+CD38-Lin- de SCU. Las condiciones 

fueron en presencia de MSCs en contacto y sin contacto con las HPCs y en presencia 

de citocinas importantes en el mantenimiento de células primitivas; SCF, TPO, FL e 

IL-6; 10ng/ml cada una. Sus resultados mostraron que cultivos de HPCs en contacto 

con las MSCs, incrementó la proliferación de células nucleadas totales 100 veces, en 
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cultivos únicamente con citocinas fue de 440 veces, e interesantemente, en presencia 

de ambas condiciones (contacto con MSCs y citocinas) el incremento fue 

significativamente mayor (2500 veces) en comparación con cultivos en condiciones 

por separado, indicando un efecto sinérgico. El número de CFC y de células CD34+ 

en presencia de MSCs no incrementó, mientras que con citocinas se observó un 

incremento de CFC mieloides de 16 veces. En presencia de ambas condiciones, el 

incremento fue de 360 veces el número de CFC mieloides, 30 veces el número de 

CFC eritroides y 40 veces en el número de células CD34+. La proliferación de células 

fue significativamente mayor en cultivos de HPCs en contacto con las MSCs que en 

cultivos en donde se inhibió el mismo, encontrando sólo un incremento de 20 a 100 

veces en el número de CFC y de 9 veces en el número de células CD34+ (Flores-

Guzmán et al, 2009). Mostrando que tanto los factores solubles y principalmente los 

involucrados en el contacto célula-célula producidos por las MSCs, tienen un papel 

primordial en la expansión de HPCs, aún en presencia de citocinas. 

 

 

2. PAPEL DE LAS MSCs EN EL TCH 

 

En enfermedades hematológicas como anemias, leucemias y mielomas, uno de los 

principales tratamientos con fines curativos es el TCH, en donde el éxito del mismo 

depende del número de células trasplantadas y de su capacidad para injertar. Sin 

embargo, aunque en algunos casos el uso de HSCs y HPCs expandidas in vitro en 

presencia de citocinas ha favorecido el TCH, no ha sido suficiente para incrementar el 

número de células necesarias y mejorar su injerto (Kelly et al, 2009).  

Se ha reportado que las MSCs favorecen el injerto y el mantenimiento de las HSCs, 

así como una recuperación hematopoyética más rápida tanto en modelos murinos 

como en pacientes trasplantados con células hematopoyéticas (Noort et al, 2002; Ball 

et al, 2007; 2008; Le Blanc et al 2007; Meuleman et al, 2009). Un ejemplo de esto, es 

un estudio que se realizó comparando 14 pacientes a los cuales se les trasplantó 

MSCs autólogas de forma intra-venosa (en promedio 1.6x10
6
 MSCs/kg de peso, en un 

rango de 1x10
6 

a 3.3x10
6
/kg de peso), 4 horas previas al trasplante de células CD34+ 

de SPM (en promedio 21.5x10
6
/kg de peso, en un rango de 11.6x10

6
 a 38.6x10

6
) en 
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comparación con 47 pacientes sometidos a las mismas condiciones de trasplante sin 

MSCs. De los 47 pacientes sometidos a TCH en ausencia de MSCs, 7 presentaron un 

primero o segundo rechazo en el injerto, mientras que en todos los pacientes con 

previo trasplante de MSCs, el injerto fue aceptado. Además, la recuperación en el 

número de neutrofilos y plaquetas fue mucho más rápida en pacientes tratados con 

MSCs en comparación con pacientes sin tratar con MSCs (siendo en un rango de 10 a 

17 días vs 9 a 29 días para neutrofilos y un rango de 9 a 18 días vs 9 a 100 días para 

plaquetas). Los pacientes que recibieron MSCs tuvieron una recuperación en el número 

de leucocitos totales significativamente más rápida  (11.5 días vs 14.5 días). Cuatro de 

los 14 pacientes trasplantados con MSC murieron, 2 por recaídas y 2 por infección, 

mientras que de los 47 pacientes controles murieron 11, 7 por recaída, 2 por 

infecciones y 2 por desarrollo de enfermedad de injerto contra hospedero (EICH). Las 

MSCs trasplantadas no produjeron alguna reacción toxica en los pacientes (Ball et al, 

2007). 

Cabe mencionar que en los pacientes con enfermedades hematológicas, el estroma 

de la MO también sufre un daño importante y prolongado por las altas dosis de 

quimioterapia y regímenes mioloablativos. Galotto y colaboradores en 1999, 

observaron una pérdida en la frecuencia de CFC-F que va del 60% al 90% en 

pacientes trasplantados con células hematopoyéticas de MO y que después de 12 años 

del trasplante no se ha recuperado la frecuencia de las mismas, la pérdida de CFC-F 

correlaciona además con la disminución significativa de la densidad mineral ósea y de 

los niveles de LTC-IC (Galotto et al, 1999). Por lo que además de incrementar el 

número de HSCs y HPCs, ha sido necesario reconstituir el sistema estromal de la MO 

después de un tratamiento ablativo.   
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

Las MSCs de MO representan una herramienta promisoria para su uso en el campo 

de la terapia celular, particularmente en el TCH, ya que es un importante componente 

del nicho de las HSCs dentro de la MO y se ha demostrado que favorecen la 

expansión de HPCs in vitro, el homing e injerto de las HPCs in vivo, así como una 

recuperación hematopoyética más rápida en pacientes sometidos a TCH. Sin 

embargo, la obtención de MSCs a partir de la MO presenta desventajas, dado que su 

obtención es dolorosa e invasiva para el donador y el número y potencial de 

proliferación y diferenciación de las MSCs disminuye conforme incrementa la edad del 

mismo. En  nuestro grupo de investigación hemos obtenido MSCs de SCU y PL como 

fuentes alternativas y demostramos que presentan algunas características biológicas 

similares con las MSCs de MO (Fajardo 2008, Tesis licenciatura; Montesinos et al, 

2009). No obstante, desconocemos si las MSCs de SCU y PL tienen la misma 

capacidad de mantener la formación in vitro de HPCs que las MSCs de MO, de ser 

así, las MSCs de SCU y PL se pudieran utilizar en el TCH y favorecer una 

recuperación hematopoyética más rápida en pacientes con enfermedades 

hematológicas. Por lo que en este trabajo, decidimos investigar si las MSCs de SCU y 

PL presentan la misma capacidad de mantener la formación in vitro de HPCs que las 

MSCs provenientes de MO.  
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HIPÓTESIS 

 

Las MSCs de SCU y PL tendrán la misma capacidad de mantener la formación in vitro 

de HPCs que las MSCs de MO.  
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo general 

 

Determinar y comparar la capacidad de las células troncales mesenquimales 

provenientes de médula ósea, sangre de cordón umbilical y placenta, para mantener 

la formación in vitro de células progenitoras hematopoyéticas de SCU. 

 

 

Objetivos particulares 

 

• Determinar la capacidad de las MSCs provenientes de MO, SCU y PL para mantener 

la proliferación de células hematopoyéticas a partir de la población enriquecida en 

células CD34+CD38-Lin- de SCU. 

 

• Determinar la capacidad de las MSCs provenientes de MO, SCU y PL para mantener 

la formación de CFC, a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin- 

de SCU. 

 

• Determinar la capacidad de las MSCs provenientes de MO, SCU y PL para mantener 

la formación de células con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin-, a partir de la población 

enriquecida en células CD34+CD38-Lin- de SCU. 

 

• Determinar la capacidad de las MSCs provenientes de MO, SCU y PL para mantener 

la formación de LTC-IC, a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-

Lin- de SCU. 
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METODOLOGÍA  

 

1.  OBTENCIÓN DE MUESTRAS DE MO, SCU Y PL  

 

Las muestras de MO de sujetos sanos fueron obtenidas de donadores para 

transplantes alogénicos, a través de un aspirado de MO en la cresta ilíaca postero – 

superior con previa anestesia local, en el Hospital de Especialidades del Centro 

Médico Nacional SXXI, IMSS y en el Hospital Regional No.2 Villa Coapa, IMSS. 

 Las muestras de SCU y PL fueron obtenidas de partos a término ó cesáreas 

del Hospital Regional de Zona 2A Troncoso, IMSS. Una vez liberada la placenta con 

el cordón umbilical, la sangre se colectó en una bolsa de colección con 

anticoagulante, pinchando la vena umbilical con una aguja. Para obtener las muestras 

de PL, se cortó un trozo de amnios y corion cercano al cordón umbilical y se colocó en 

un tubo con 20 ml de medio  RPMI (Roswell Park Memorial Institute médium, Gibco, 

Carlsbad, USA) adicionado con penicilina-estreptomicina y gentamicina (10ul/ml; 

10,000unidades/ml; Gibco, Carlsbad, USA). Todas las muestras se obtuvieron bajo los 

estándares éticos de los hospitales correspondientes. 

 

2.  OBTENCIÓN Y CULTIVO DE LAS MSCs 

 

Tanto los aspirados de MO como la SCU y PL colectadas se procesaron en 

condiciones estériles dentro de una campana de flujo laminar. Para obtener las MSCs 

de MO, el aspirado se diluyó 1:1 con buffer de fosfatos (PBS pH 7.4, Gibco, Carlsbad, 

USA) y sometido a un gradiente de densidad (<1.077 g/ml) Ficoll-Paque Plus 

(Pharmacia Biotech, Uppsala, Suiza). Agregando 5ml de Ficoll en un tubo de 15 ml 

(Corning, Inc. Costar, New York, USA) y de 3 a 5 ml del aspirado diluido, se centrifugó 

a 1500 revoluciones por minuto (rpm) durante 30 min. Se tomó el anillo de células 

mononucleares (CMNs) y se lavaron con PBS centrifugando a 1200 rpm por 8 min. El 

botón celular se resuspendió en 1 ml de medio para MSCs (DMEMlg: Dulbecco's 

Modified Eagle Medium, Gibco, Carlsbad, USA). Suplementado con 10% de SFB 

(Serum Fetal Bovine, Gibco, Carlsbad, USA); 10 µl/ml de penicilina-estreptomicina, 10 

µl/ml de gentamicina y 10 µl/ml de L-glutamina (200mM: Gibco, Carlsbad, USA). El 
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número de células nucleadas y la viabilidad celular se determinó con un 

hemocitómetro usando solución de Turck (ácido acético diluido 1:3, el cual rompe las 

membranas celulares y expone los núcleos de las células) y azul de tripano (Gibco 

BRL, New York, USA) respectivamente. Las células se sembraron a una densidad de 

1x10
6 

de CMNs/cm
2
 en una caja petri de 100 mm (Corning) en presencia de 10 ml de 

medio para MSCs, y se incubaron a 37°C con 5% de CO2. Las MSCs se obtuvieron 

mediante selección por adhesión, la cual consistió en cultivar a las CMNs durante 24 

hrs en medio de cultivo para MSCs, posteriormente, se desecharon las células no 

adherentes, se hicieron dos lavados con PBS a la caja petri y se adicionó 10 ml de 

medio para MSCs. La caja se incubó a 37°C con 5% de CO2 y siete días después se 

observó bajo el microscopio para determinar la presencia de CFC-F. 

Para la obtención de MSCs de SCU, se aislaron las CMNs por un gradiente de 

densidad usando Ficoll-Paque Plus, una vez obtenido el anillo de CMNs se lavaron 

con PBS centrifugando a 1200 rpm por 8 minutos. El botón celular se resuspendió en 

1 ml de medio para MSCs con 8 µl/ml de una combinación de 4 antibióticos (Ciproflox 

100 ml, 200 mg/100 ml; Gentamicina 20 ml, 50 mg/ml; Vancomicina 200 mg y 

Eritromicina 200 mg), se determinó la viabilidad celular con azul de tripano y el 

número de células nucleadas con diluyente de Turk. Las células se cultivaron en cajas 

petri de 100 mm
 
a una concentración de 1x10

6 
a 2x10

6 
/cm

2
 y se incubaron a 37°C con 

5% de CO2. Cuatro días después, se desechó el medio de cultivo con las células no 

adherentes, se realizó dos lavados con PBS a la caja y se adicionó medio de cultivo 

fresco, esta se incubó una vez más y siete días después se observó bajo el 

microscopio para determinar la presencia de CFC-F. 

Para la obtención de MSCs de PL, se cortó una parte de amnios y corion 

cercana al cordón umbilical, se lavó el tejido con PBS y se cortó en trozos pequeños, 

se adicionó el tejido a un matraz erlenmeyer de 50 ml con la presencia de un agitador 

magnético, se agregó 15 ml de tripsina (Trypsina-EDTA 0.05%, Gibco) y se colocó el 

matraz en baño maría a 37°C durante 15 min. Posteriormente se filtró la suspensión 

con una maya de nylon y se adicionó 1 ml de SFB. Se centrifugó a 1200 rpm por 8 

min, se desechó el sobrenadante y se resuspendió el botón celular en 1 ml de medio 

para MSCs. Se realizó el conteo celular con diluyente de Turk y se analizó la 

viabilidad con azul de tripano. Las células se sembraron en una caja petri de 100 mm 
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a una densidad de 1x10
6
 cm

2
 y se incubó a 37°C con 5% de CO2. Cuatro días 

después, se desechó el medio de cultivo con las células no adherentes, se realizaron 

dos lavados con PBS a la caja y se adicionó medio de cultivo fresco, esta se incubó a 

37°C con 5% de CO2. Cuatro días después se observó la caja de cultivo bajo el 

microscopio para determinar la presencia de CFC-F. 

Una vez que las CFC-F provenientes de MO, SCU y PL llegaron al 80% de 

confluencia, las células se despegaron de la caja de cultivo, adicionando 5 ml de 

tripsina y se incubó durante 5 min, posteriormente se adicionó 500 µl de SFB para 

inactivar a la tripsina. Las células se pasaron a un tubo de 15 ml, se hizo un lavado 

con PBS a la caja, se adicionó al mismo tubo, se centrifugó a 1200 rpm por 6 min y el 

botón celular se resuspendió en 1 ml de medio para MSCs. Las células obtenidas de 

este primer cultivo correspondieron a la resiembra cero (R0), las MSCs obtenidas de 

la R2 se utilizaron para analizar su inmunofenotipo, morfología y capacidad de 

diferenciación hacia adipocitos, osteblastos y condroblastos; mientras que las MSCs 

obtenidas de la R3 se utilizaron para analizar su capacidad de mantener la formación 

de HPCs.   

 

3.  MORFOLOGÍA DE LAS MSCs 

  

             Para determinar la morfología de las MSCs, se sembraron a una densidad de 

1.03x10
3
/cm

2
 en una caja petri de 100 mm con medio de cultivo para MSCs, cuando 

las células llegaron a una confluencia del 70% se desechó el medio de cultivo, se 

adicionó PBS por 10 min, posteriormente se desechó y se tiñó con Azul de Toluidina 

al 1% durante 40 min. La caja se lavó con agua destilada y se dejó secar. 

Posteriormente se observó bajo el microscopio y se contaron los diferentes tipos 

celulares de acuerdo a su morfología, se contaron 20 campos al azar por caja. 

 

4. INMUNOFENOTIPO DE LAS MSCs 

 

           Para conocer el inmunofenotipo de las MSCs obtenidas, se analizó la 

expresión de algunos antígenos de superficie mediante citometría de flujo en un 

citometro FACS Calibur (Becton-Dickinson). Se incubaron las células en SFB durante 
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20 min a 4°C para bloquear los receptores Fc, se lavaron con PBS y se centrifugaron 

a 1200 rpm durante 5 min, se resuspendieron a una concentración de 1 X10
5
 MSCs 

en 50 µl de PBS al 2% de SFB y EDTA 1mM y se incubaron durante 30 minutos 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-CD105-PE, anti-HLA-DR-PE (todos de Caltag 

Laboratories, Burlingame, CA); anti-CD49b-PE, anti-CD73-PE, anti-CD166-PE, anti-

HLA-ABC-FITC, anti-CD10-FITC, anti-HLA-ABC-PE (todos de Beckton 

Dickinson/PharMingen, San Jose, CA, USA), anti-CD90-FITC (Immunotech, Marseille, 

France) y anti-CD133 (Miltenyi Biotec GmbH, Germany). Después de la incubación 

con los anticuerpos, se fijaron las células con 250 µl de FACS Lysing Solution 1x  al 

10% y se mezcló en un vortex, se incubaron por 10 min en oscuridad a 4ºC. Se 

agregó 1 ml de PBS, se mezcló en un vortex y se centrifugó a 2500 rpm durante 5 

min. Se decantó el sobrenadante de un solo movimiento, se agregó 200 µl de PBS y 

se mezcló en un vortex por última vez, las preparaciones se taparon y se incubaron en 

oscuridad a 4ºC hasta su adquisición en el citómetro. Se incluyeron los controles de 

autofluorescencia y los correspondientes al isotipo de acuerdo al anticuerpo primario 

IgG1a-FITC, IgG1a-PE (Santa Cruz), IGg1a-APC (Catalg Laboratories). Las células 

marcadas se analizaron contando un mínimo de 10,000 eventos en el citómetro. El 

análisis de la citometría se llevó a cabo con el programa FlowJo 7.6.1. 

 

5. CAPACIDAD DE DIFERENCIACIÓN DE LAS MSCs 

 

          5.1 INDUCCIÓN OSTEOGÉNICA 

           Las  MSCs se cultivaron a una concentración de 2.38x10
3 

/ cm
2 

en cámaras 

Lab-Tek II (Chamber Slide System, Nalge Nunc Inter, USA) con medio para MSCs o 

en presencia de medio de diferenciación osteogénica (StemPro Osteogenesis 

Differentiation Kit, Gibco) adicionados con 10µl/ml de penicilina-estreptomicina y 

10µl/ml de gentamicina (10,000 unidades/ml) durante 2 semanas y se realizaron 

cambios de medio cada 3 o 4 días. La detección de la diferenciación se realizó 

mediante la tinción de Von Kossa. Al término del cultivo, se desechó el sobrenadante 
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y se adicionó PBS durante 10 min. Se desechó el PBS y se colocó nitrato de plata 

dejando reposar y expuesta a la luz durante 3 horas. La capa celular se lavó con 

agua destilada y se adicionó hiposulfito de sodio al 5% durante 1 min. Se lavó con 

agua destilada y se contrastó con azul de toluidina al 1% por 1 min. Se deshidrató 

con diferentes concentraciones de etanol (al 80%, 90% y absoluto) y xilol grado 

histológico y se montaron las laminillas con resina. Para determinar la positividad, se 

analizó la cámara de cultivo bajo el microscopio, los depósitos de calcio se tiñeron 

de color café a negro. 

 

          5.2 INDUCCIÓN ADIPOGÉNICA 

 

            Las MSCs se cultivaron a una concentración de 2.38x10
3 

/ cm
2 

en cámaras 

Lab-Tek II con medio de cultivo para MSCs o en presencia de medio de diferenciación 

adipogénica (StemPro Adipogenesis Differentiation Kit, Gibco) durante 2 semanas y 

se realizó un cambio de medio por semana. La detección de la diferenciación 

adipogénica se realizó con la tinción de Rojo Oleoso. Al término del cultivo, se 

desechó el sobrenadante y se adicionó PBS durante 10 min. Se desechó el PBS y la 

capa celular se fijó con formalina buffer al 10% durante 1 hora. Se adicionó 

isopropanol al 60% durante 5 min y posteriormente se adicionó Rojo Oleoso por 20 

min. Se lavó con agua destilada, las laminillas se montaron con propilenglicol. Para 

determinar la positividad, se analizó la cámara de cultivo bajo el microscopio, los 

lípidos se tiñeron de color rojo. 

 

       5.3 INDUCCIÓN CONDROGÉNICA 

 

           2.5x10
5
 MSCs en 500 µl de medio de diferenciación condrogénica (Bullet Kit 

Chondrogenic Differentiation, Lonza) se colocaron en un tubo de 15 ml de 

polipropileno, las células se centrifugaron durante 5 min a 900 rpm para formar una 

micromasa al fondo del tubo, este procedimiento se repitió tres veces, en la tercera 

ocasión se adicionó al tubo 10 ng/ml de TGF-β3 (Peprotech). Las micromasas se  

cultivaron por 4 semanas y se realizaron cambios de medio cada 4 días. El medio 

condrogénico consiste en medio basal de diferenciación condrogénica suplementado 



35 

 

con dexametasona, piruvato de sodio, prolina, suplemento ITS
+
, ascorbato, 

penicilina/streptavidina y L-glutamina y durante el tiempo de cultivo se adicionó 10 

ng/ml de TGF-β3. Al término del cultivo se desechó el medio, se fijó la micromasa con 

formaldehido, se deshidrató en diluciones de etanol (al 80%, 90% y absoluto)  y se 

realizó el aclaramiento con  xilol grado histológico durante 30 min con dos repeticiones 

cada una. La micromasa se embebió en parafina y se hicieron cortes histológicos en 

un microtomo. La detección de la diferenciación condrogénica se realizó con las 

tinciones de Azul Alciano para observar la positividad a mucopolisacaridos y con 

Tricrómico de Masson para determinar la presencia de colágena. 

 

6. OBTENCIÓN DE LA POBLACIÓN ENRIQUECIDA EN CÉLULAS CD34+CD38-

LIN- DE SCU 

 

A partir de las muestras de SCU, se aislaron las CMNs por un gradiente de 

densidad usando Ficoll-Paque Plus. Una vez obtenido el anillo de CMNs, se lavaron 

dos veces con 10 ml de PBS centrifugando a 1200 rpm por 5 minutos. El botón celular 

se resuspendió en medio RPMI suplementado con 10% de SFB y con 10 µl/ml de 

penicilina-estreptomicina y 10 µl de gentamicina. Se determinó la viabilidad celular 

con azul de tripano y el número de células nucleadas con diluyente de Turk. Las 

células se cultivaron en cajas petri de 100 mm
 
a una densidad de 2 x10

6
 a 2.5x10

6
 

CMN/cm
2 

y se incubaron a 37°C con 5% de CO2. Un día después se enriqueció la 

población CD34+CD38-Lin-. 

 El enriquecimiento de la población CD34+CD38-Lin- a partir de las CMNs fue 

mediante selección negativa utilizando el sistema StemSep (Stem Cells Technologies, 

Inc., Vancouver, Canadá), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Brevemente, de 80x10
6
 a 120x10

6
 de CMNs en 1 ml de medio con sustituto de suero 

(Stem Line; Sigma) se incubaron con un coctel de anticuerpos dirigidos contra 

moléculas de superficie (CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD24, CD36, CD38, 

CD45RA, CD56, CD66b y glicoforina A). Seguida de una segunda incubación con un 

coloide magnético (15 min a temperatura ambiente para cada incubación). Después 

de la segunda incubación, la suspensión celular fue colocada en una columna 

magnetizada, a la que previamente se humedeció pasando 10 ml de PBS con 5% de 
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SFB. Una vez colocadas las células en la columna, se lavó con 10 ml de PBS con 5% 

de SFB, las células que salieron de la columna se recuperaron en un tubo de plástico 

de 15 ml, se centrifugaron a 1200 rpm durante 8 min, se resuspendieron en medio de 

cultivo Stem Line y se evaluó la viabilidad celular con azul de tripano y el número de 

células nucleadas con diluyente de Turk. Posteriormente, se analizó el porcentaje de 

células CD34+CD38-Lin- mediante citometría de flujo, se realizaron ensayos de CFC 

y LTC-IC.   

 

7.  CO-CULTIVO DE LAS MSCs CON LA POBLACIÓN ENRIQUECIDA EN CÉLULAS 

CD34+CD38-LIN- 

 

1,500 MSCs /cm
2
 de MO, SCU o PL obtenidas de la R3 se sembraron en 

placas de 6 pozos (Corning, Inc. Costar, New York, USA) en presencia de medio de 

cultivo para MSCs, una vez que las células llegaron a una confluencia del 70%, se 

adicionó 0.3 µg/ml de mitomicina C (Mitolem, Lemery), agente quimioterapéutico que 

se incorpora al ADN de las células durante su replicación, formando uniones 

covalentes en las cadenas complementarias, evitando síntesis posteriores de ADN 

(Humeau et al, 1996). Después de 18 a 24 horas, se desechó el medio de cultivo y se 

realizaron dos lavados suaves con PBS sobre las capas celulares. Una vez estando 

listas las capas de MSCs provenientes de las tres fuentes, se sembraron las células 

previamente enriquecidas en la población CD34+CD38-Lin- de SCU, a una densidad 

de 1x10
5
 células/pozo, en presencia de 3 ml de medio de cultivo Stem Line con 10 

µl/ml de penicilina-estreptomicina y 10ul/ml de gentamicina. Los cultivos se realizaron 

en las siguientes condiciones: 1) control; en ausencia de citocinas, 2) en presencia del 

coctel seminal (SCF, TPO, FL e IL-6), 3) en presencia del coctel mixto (SCF, TPO, FL, 

IL-6, IL-3, G-CSF y GM-CSF, todas a una concentración de 10 ng/ml). Los co-cultivos 

se realizaron permitiendo el contacto célula-célula ó inhibiendo el mismo mediante la 

presencia de una membrana de nitrocelulosa de 4 µm (Falcon, BD). Todas las 

condiciones de cultivo tuvieron su respectivo control en ausencia de MSCs. Se 

realizaron cambios de medio (se desechó 1.5 ml de medio y se reemplazó 1.5 ml de 

medio fresco) cada semana hasta el día 28. A los días 14 y 28 de cultivo se analizó la 

proliferación de las células hematopoyéticas, se analizó el porcentaje de células 
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METODOLOGÍA

Día 0, 14 y 28 de 

cultivo

Proliferación de células 

hematopoyéticas

Cuantificación de HPCs  

primitivas

 Células CD34+CD38-Lin-

 LTC-IC

Cuantificación de HPCs 

 CFC

Enriquecimiento de células  

CD34+ CD38- Lin-

Obtención, caracterización 

y criopreservación de 

MSCs de MO, SCU y PL

FRACCIÓN  NO-

ADHERENTE

Células CD34+CD38-Lin-

Sin citocinas o con :

COCTEL SEMINAL: SCF, FL, TPO, IL-6 ó

COCTEL MIXTO:  SCF, FL, TPO, IL-6, IL-3, GM-CSF, G-CSF  

(10 ng/ml c/u) 

FRACCIÓN 

ADHERENTE

MSCs de MO, SCU ó PL 

Previamente tratadas con 

mitomicina C

(o sin MSCs)

CO-CULTIVO

MESENQUIMALES-HEMATOPOYÉTICAS

CD34+CD38-Lin- mediante citometría de flujo y se realizaron ensayos de CFC y LTC-

IC (Figura 1).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Diagrama de flujo del co-cultivo MSC-HPC y cuantificación de células 

hematopoyéticas. 

 

 

8. ANÁLISIS DE LA PROLIFERACIÓN DE LA POBLACIÓN ENRIQUECIDA EN 

CÉLULAS CD34+CD38-Lin- 

 

El análisis de la proliferación de las HPCs, se realizó mediante el conteo de células 

nucleadas totales con solución de turk en un hemocitometro y con la ayuda de un 

microscopio invertido.    
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9. CUANTIFICACIÓN DE LAS HPCs MENOS PRIMITIVAS 

 

9.1  ENSAYO DE CÉLULAS FORMADORAS DE COLONIAS (CFC) 

 

Para conocer la cantidad de HPCs que se originaron a partir de las células 

hematopoyéticas CD34+CD38-Lin- cultivadas en presencia o en ausencia de MSCs, 

se realizaron cultivos semi-sólidos en metilcelulosa (medio de cultivo; StemCell 

Technologies, Inc.) de las células hematopoyéticas obtenidas de dichos co-cultivos. El 

medio de cultivo semi-sólido consistió de metilcelulosa con 30% de SFB, 1% de 

albúmina sérica bovina, 2-mercaptoetanol 10
-4

 mM, L-glutamina 2 mM, 50 ng/ml de 

SCF, 10 ng/ml de IL-3, 10 ng/ml de GM-CSF y 3 Ul/ml de Epo. En primera instancia, 

1x10
3 

células de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-, se sembraron 

en 500 µl de metilcelulosa antes descrita. A los días 14 y 28 de cultivo en ausencia o 

presencia de MSCs, se sembraron 2,000 y 5,000 células hematopoyéticas obtenidas 

de dichos cultivos respectivamente. Después de 14 días de cultivo, se contaron las 

colonias hematopoyéticas formadas observando el cultivo bajo un microscopio 

invertido. Las colonias hematopoyéticas se clasificaron como: colonias mieloides, que 

incluyen CFC-M (colonias con más de 50 monocitos), CFC-G (colonias con más de 50 

granulocitos) y CFC-GM (colonias con más de 50 granulocitos y monocitos; y colonias 

eritroides, que incluyen CFC-E (colonias con 20 a 50 células eritroides) y BFC-E, 

colonias con más de 50 células eritroides (Figura 2).  

 
 
10. CUANTIFICACIÓN DE LAS HPCs MÁS PRIMITIVAS 

 

      10.1 IDENTIFICACIÓN DE CÉLULAS CD34+CD38-LIN- 

 

      Para cuantificar el número de células CD34+CD38-Lin- originadas a partir de las 

HPCs cultivadas en presencia o en ausencia de MSCs, se analizó su inmunofenotipo 

mediante citometría de flujo. Brevemente, 1x10
6 

células hematopoyéticas en 100 µl de 

PBS, se incubaron con bloqueador de receptores Fc (1µl/1x10
6
 células; Blocking 

Reagent Human Miltenyi Biotec) durante 15 minutos a 4ºC. Posteriormente las células 

se lavaron con 1 ml de PBS y se centrifugaron durante 10 min a 300 gravedades.  
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Figura 2. Ensayo de células formadoras de colonias para la cuantificación de HPCs. 

 

     Se etiquetaron tubos para citometría y a cada uno se adicionó un coctel de 

anticuerpos: anti-CD34-APC, anti-CD38-PE, anti-CD16-FITC, anti-CD41a-FITC (todos 

de Beckton Dickinson/PharMingen, San Jose, CA, USA), anti-CD19-FITC y anti-CD71-

FITC (ambos de Invitrogen Corporation, USA) todos a una concentración de 1 

µl/1x10
6 

de células. De 1 a 2 x10
5
 células/50 µl de PBS se adicionaron a cada tubo de 

citometría, se mezcló en un vortex de 2 a 3 veces y se incubó durante 20 minutos en 

oscuridad a 4ºC. Posteriormente las células se fijaron con 250 µl de FACS Lysing 

Solution 1x (BD) al 10% y se mezcló en un vortex, se incubaron por 10 min en 

oscuridad a 4ºC. Se agregó 1 ml de PBS, se mezcló en un vortex y se centrifugó a 

2500 rpm durante 5 min. Se decantó el sobrenadante de un solo movimiento, se 

agregó 200 µl de PBS y se mezcló en un vortex por última vez, las preparaciones se 

taparon y se incubaron en oscuridad a 4ºC hasta su adquisición en el citómetro (Facs 
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Calibur, BD). Se incluyeron los controles de autofluorescencia, controles positivos 

usando anti-CD45-FITC, anti-CD45-PE y anti-CD45APC (Beckton Dickinson/ 

PharMingen, San Jose, CA, USA) y los correspondientes al isotipo de acuerdo al 

anticuerpo primario IgG1a-FITC, IgG1a-PE (Santa Cruz), IGg1a-APC (Catalg 

Laboratories). Las células marcadas se analizaron contando un mínimo de 10,000 

eventos en el citómetro. El análisis de la citometría se llevó a cabo con el programa 

FlowJo 7.6.1. 

 

      10.2  ENSAYO DE CÉLULAS INICIADORAS DE CULTIVO A LARGO PLAZO 

(LTC-IC) 

 Para conocer la cantidad de HPCs primitivas que se originaron a partir de las 

células hematopoyéticas CD34+CD38-Lin- cultivadas en presencia o en ausencia de 

MSCs, se realizaron ensayos de LTC-IC. Células de la línea estromal M210B4 (línea 

celular de fibroblastos de MO de ratón, modificada genéticamente para producir IL-3 y 

G-CSF) se sembraron a una densidad de 1,500 /cm
2
 en placas de 6 pozos, en 

presencia de medio RPMI suplementado con 10% de SFB y con 10 µl/ml de 

penicilina-estreptomicina  y 10 µl/ml  de gentamicina, una vez que las células llegaron 

a una confluencia del 70%, se adicionó 0.3 µg/ml de mitomicina C, de 18 a 24 horas 

después, se desechó el medio de cultivo y se realizaron dos lavados suaves con PBS 

sobre la capa celular. Estando listas las capas de células M210B4, se sembraron 

5x10
2 

células obtenidas del enriquecimiento en células CD34+CD38-Lin- y 5x10
4 

y 

1x10
5 

células de los días 14 y 28 de cultivo en ausencia o presencia de MSC, 

respectivamente. El medio de cultivo consistió de α-MEM (Minimum Essential Medium 

Alpha, Gibco, Invitrogen, USA) suplementado con 12.5% de SFB, 12.5% de suero de 

caballo (Gibco, Invitrogen, USA), 57.2 µM de β-mercaptoethanol,  400 mg/L de L-

glutamina, 40 mg/L de inositol y 10 mg/L de ácido fólico (todos de Sigma, USA), 10 

µl/ml de penicilina-estreptomicina y 10 µl/ml de gentamicina. Se realizaron cambios de 

medio (se retiró la mitad del volumen y se adicionó la misma cantidad de medio 

fresco) cada semana y los cultivos se llevaron hasta el día 35. Una vez terminado el 

tiempo de cultivo, se obtuvieron las células hematopoyéticas y se realizaron ensayos 

de CFC. Para obtener el número de LTC-IC, se tomó en cuenta que 8 CFC 

corresponden a una LTC-IC (Figura 3; Miller y Eaves, 2002). 
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11. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

 

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa computacional  

STAT GRAPHICS PLUS 5.0, usando las pruebas de Tukey y de Kruskal-Wallis para 

determinar si había diferencia significativa entre ellos. La significancia estadística fue 

asumida cuando los valores de P fueron inferiores a 0.05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Ensayo de células iniciadoras de cultivo a largo plazo para la cuantificación de 

HPCs primitivos. 
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RESULTADOS 
 

 

1. Obtención y caracterización de MSCs de MO, SCU y PL 

 

 

1.1 Porcentaje de obtención y frecuencia de las MSCs de MO, SCU y PL 

 

 

Tabla 1. Obtención y frecuencia de las MSCs de MO, SCU y PL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porcentaje de obtención y frecuencia de MSCs en muestras de MO, SCU y PL.               

(a) Promedio de los valores obtenidos de CMNs de las muestras positivas para MSCs. 

 

 

Se procesaron 9 muestras de aspirados de MO, 147 de SCU y 13 de PL de 

partos a término y cesáreas, de las cuales, se obtuvieron MSCs en 9, 16 y 13 casos 

respectivamente, resultando a sí en un 100% de obtención en muestras de MO y PL, 

mientras que en SCU fue de 11.05%. La frecuencia de las MSCs fue de 1 en 33 x10
3  

CMNs de MO, 1 en 163 x10
6  

CMNs de SCU y 1 en 4.3 x10
6
 CMNs de PL (Tabla 1). 

Estos resultados nos indican que las MSCs se encuentran y se obtienen de manera 

más frecuente en MO, seguido de PL y por último en SCU, tal como habíamos 

reportado anteriormente (Montesinos et al, 2009). 

 

Tipo de 
muestra 

No. de muestras 
procesadas 

No.de 
muestras 
positivas 

% de 
obtención 

Frecuencia 
de MSC / CMNs 

 

MO 9 9 100 1 / 33 x10
3 a   

SCU 147 16 11.05 1 / 163 x10
6 a   

PL 13 13 100 1 / 4.3 X106 a 
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1.2  Morfología de MSCs de MO, SCU y PL 
 

 
Cultivos de MSCs de MO, SCU y PL fueron teñidos con Azul de Toluidina al 

llegar a una confluencia del 70% para analizar la morfología celular (Figura 1A). En los 

cultivos de MSCs provenientes de las tres fuentes, se identificaron cuatro tipos 

celulares morfológicamente distintos: grande, células con el citoplasma muy 

extendido; fibroblastoide, células alargadas; neural, células con extensiones 

citoplasmáticas parecidas a dendritas y pequeña, células con el citoplasma muy 

reducido (Figura 1B).   

En cultivos de MSCs de SCU y PL, las células grandes conformaron el 

2.8% y 5.4% respectivamente, las cuales se encontraron en un porcentaje 

significativamente menor que en cultivos de MSCs de MO (9.9%). Las células con 

morfología fibroblastoide conformaron un porcentaje significativamente mayor en 

cultivos de MSCs de PL (84.9%) en comparación con cultivos de SCU (55.5%) y 

MO (67.9%; Figura 1B). 

Las células con morfología neural conformaron el 5.4%, 7.5% y 3.3% de las 

células de MO, SCU y PL respectivamente, sin encontrar diferencias significativas 

entre ellas. Y las células pequeñas conformaron un porcentaje significativamente 

mayor en cultivos de MSCs de SCU en comparación con cultivos de MO y PL, 

siendo de 34.2%, 16.8% y 6.4% respectivamente, (Figura 1B). 

Estos resultados nos indican que dentro de los cultivos de MSCs de SCU y PL 

que se utilizaron en este trabajo, igual que con MSCs de MO, se encuentran 

subpoblaciones celulares con diferente morfología, tal como reportamos anteriormente 

(Montesinos et al, 2009). 
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Figura 1. Morfología de las MSCs de MO, SCU y PL. Se observaron células con diferentes 

tipos morfológicos en los cultivos a partir de las tres fuentes. Cada tipo celular fue 

nombrado dependiendo de 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; SCU n=7; PL n=8). (A) Cultivo de MSCs de 

MO, SCU y PL teñidos con  Azul de Toluidina, 10X. (B) Tipos celulares morfológicamente 

distintos; grande, fibroblastoide, neural y células pequeñas, 20X. a, significativamente 

mayor a su similar de SCU y PL. b, significativamente mayor a su similar de MO y SCU. c, 

significativamente mayor a sus similar de MO y PL, p<0.05. 
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B 
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5.4  % 
7.5  % 3.3 % 

16.8  % 34.2  % c 6.4  % 
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1.3  Inmunofenotipo de  MSCs de MO, SCU y PL 

 

Para conocer el inmunofenotipo de las MSCs obtenidas a partir de MO, SCU y 

PL, se analizó la expresión de diferentes marcadores de superficie a través de 

citometría de flujo, Tabla 2. Las células de las tres fuentes fueron negativas para la 

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

CD31 y HLA-DR. CD133 fue expresado en un bajo porcentaje de MSCs de SCU y PL, 

mientras que en MSCs de MO no se encontró su expresión, sin embargo la diferencia 

no fue significativa. Células de las tres fuentes presentaron una expresión media  para 

CD54 y una expresión alta para CD44, CD166 y los marcadores característicos de 

MSCs como CD105, CD73, CD90 y CD13. 

La expresión de algunos marcadores se encontró significativamente diferente 

entre las MSCs de las tres fuentes, tales como HLA-ABC, expresado en un 

39.3±25.3% de las células provenientes de MO y un 68.4±29.9% y 89.2±7%  de SCU 

y PL respectivamente, siendo significativamente mayor su expresión en PL que en 

MO. De manera similar ocurrió con la expresión de CD49b en un 24.5±3.5%, un 

72.4±25.2% y un 97.5±1.4% de las MSCs de MO, SCU y PL respectivamente, siendo 

significativamente mayor su expresión en las dos últimas que en las MSCs de  MO. 

Además se encontró la expresión de CD10 en un 4.5±6.5% en MO y un 8.3±12% y 

52±27% en MSCs de  SCU y PL respectivamente, siendo significativamente mayor en 

PL que en MO.  

Estos resultados indican que las MSCs de SCU y PL que se utilizaron en este 

trabajo, presentan un patrón similar a las MSCs de MO en la expresión de antígenos 

de superficie, tal como reportamos anteriormente (Montesinos et al, 2009), sin 

embargo, la expresión diferencial en ciertos marcadores podría indicarnos algunas 

diferencias funcionales entre las MSCs provenientes de las tres fuentes. 
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Tabla 2. Inmunofenotipo de las MSCs de MO, SCU y PL 

Ag MSCs de MO MSCs de SCU MSCs de PL 
         
 CD105 96.9±18.1 94.4±9.8 96±2.8 
 CD73 98±2.3 97.6±2.3 72.7±27.3 
 CD90 98±3.6 73.2±35 88.4±9 
 CD13 99.6±0.1 98.4±2.5 98.4±1.5 
 CD44 98.7±0.3 97.9±1.5 97.8±1.6 
 CD166 75.1±9.2 81.4±18.8 73.6±26.7 
 

HLA-ABC 39.3±25.3 68.4±29.9 89.2±7a 
 CD29 99±0.1 86.6±26.2 98.3±1 
 

CD49b 24.5±3.5 72.4±25.2a 97.5±1.4a 
 CD10 4.5±6.5 8.3±12 52±27b 
 CD133 0.4±0.2 2.7±3.6 4.96±3.3 
 CD14 1.6±2.3 0.9±1.2 1±1 
 CD31 0.4±0.7 1±1.3 1.4±1.2 
 CD34 1±1.2 0.4±0.6 1.9±2.2 
 CD 45 1.4±2.1 2.2±2.7 1.1±0.8 
 HLA-DR 0.3±0.3 0.9±0.7 1.3±1.5 
 CD54 17.4±21.3 58.3±40.6 39.4±37.9 
  

Expresión de marcadores de superficie de las MSCs de MO, SCU y PL determinado por 

citometría de flujo. Los valores se muestran en porcentajes de células positivas para los 

diferentes marcadores y corresponde a la media de los valores a partir de experimentos 

separados (MO n=9; SCU n=7; PL n=8). a, significativamente mayor que MO; b, 

significativamente mayor que MO y SCU; P<0.05. 
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1.4 Capacidad de diferenciación de MSCs de MO, SCU y PL 

 

La capacidad de diferenciación de las MSCs de MO (n=9), SCU (n=7) y PL 

(n=8), fue analizada después de haberlas cultivado bajo condiciones particulares que 

favorecen la diferenciación osteogénica, adipogénica y condrogénica.  

Todas las muestras de MSCs de MO, SCU y PL tuvieron la capacidad de 

diferenciarse hacia osteoblastos, adipoctios y condroblastos (Figura 2). En los cultivos 

de MSCs de las tres fuentes inducidos a diferenciación osteogénica, se observaron 

depósitos de calcio (mineralización), los cuales fueron comprobados por la positividad 

a la tinción con Von Kossa (Figura 2 A: MSCs de MO, B: MSCs de SCU y C: MSCs de 

PL). En los cultivos de MSCs de las tres fuentes inducidos a diferenciación 

adipogénica, se encontró la formación de adipocitos con vacuolas lipídicas y aunque 

estas vacuolas fueron más pequeñas en las células de SCU y PL, en las MSCs de las 

tres fuentes fueron positivas a la tinción con Rojo Oleoso (Figura 2 D: MSCs de MO, 

E: MSCs de SCU y F: MSCs de PL).  

La capacidad de diferenciación condrogénica en las MSCs de las tres fuentes, 

se comprobó por la formación de micromasas y su positividad a la tinción con 

Tricrómico de Masson, con la cual se identificó la presencia de colágena. La 

morfología de las células en la micromasa podría sugerir la formación de cartílago 

hialino (en donde las células se encuentran rodeadas por una matriz extracelular, 

mostrando una coloración grisácea) y cartílago fibroso (el cual se caracteriza por la 

formación de fibras largas de colágena inmediatas a las células, mostrando una 

coloración azul), características de este último se observó en mayor cantidad  en 

micromasas de MSCs de SCU (Figura 2 G: MSCs de MO, H: MSCs de SCU e I: 

MSCs de PL), no obstante, para comprobar las diferencias en la formación de 

cartílago hialino y fibroso, es necesario analizar la cantidad de colágena tipo II y I 

respectivamente .  

Estos resultados indican que las MSCs de SCU y PL que se utilizaron en este 

trabajo, igual que las MSCs de MO, tienen la capacidad de diferenciarse hacia 

osteoblastos, adipocitos y condroblastos, tal como reportamos anteriormente 

(Montesinos et al, 2009). 
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Figura 2. Diferenciación de las MSCs de MO, SCU y PL. A, B y C; diferenciación 

osteogénica de MSCs de MO, SCU y PL respectivamente. La diferenciación osteogénica 

se indica por la presencia de depósitos de calcio positivos a la tinción con von Kossa; la 

positividad se observa de color café y negro (20X). D, E y F; diferenciación adipogénica 

de MSCs de MO, SCU y PL. La diferenciación adipogénica se indica por la positividad a la 

tinción con Rojo Oleoso (20X). G, H e I; diferenciación condrogénica de MSCs de MO, 

SCU y PL respectivamente. La diferenciación condrogénica se indica por la presencia de 

colágena positiva a la tinción con Tricrómico de Masón; la positividad se observa de color 

azul (20x). 
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2. Co-cultivos de MSCs con la población enriquecida en células                                                                                                                                                 
CD34+CD38-Lin- en presencia de contacto celular 

 
 

 
 
 
2.1  Muestras de SCU procesadas y obtención de la población enriquecida            

en células CD34+CD38-Lin- 

 

 Se procesaron seis muestras de SCU, en las cuales se observaron datos 

heterogéneos.  El volumen de la sangre obtenido en las muestras fue de 64.16ml en 

promedio (44ml el volumen más bajo y 88.5ml el más alto). El número de CMNs 

obtenidas fue de 152.55x10
6
 en promedio (83.5x10

6
 el  valor más bajo y 284.6x10

6
 el 

más alto), mientras que el número de células obtenidas después del enriquecimiento 

mediante selección negativa en células CD34+CD38-Lin-, fue de 0.7x10
6
 en promedio 

(0.22x10
6
 el valor más bajo y 1.68x10

6
 el más alto), con un porcentaje de 

recuperación de 0.5% en promedio (0.15% el valor más bajo y 0.98% el valor más 

alto; Tabla 3). 

 

Tabla 3. Muestras de SCU y enriquecimiento de HPCs 

Muestras 
ml de 
SCU 

CMN     

(x10
6
) 

células post-
enrriquecimiento 

CD34+CD38-Lin- (x10
6
) 

% de 
recuperación 

1 66.5 174.6 0.312 0.17 

2 88.5 284.6 1.68 0.59 

3 69 136.4 0.3 0.21 

4 67 142 0.22 0.15 

5 50 94.25 0.875 0.92 

6 44 83.5 0.82 0.98 

Promedio 64.16 152.55 0.70 0.50 
 

Obtención de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin- de SCU. 
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2.2  Proliferación de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-  
 
 

Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

proliferación de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-

(Figura 3), se evaluó el número de células hematopoyéticas presentes en los cultivos 

a los días 14 y 28 (Figura 4). Las células hematopoyéticas fueron sembradas sobre 

las capas de MSCs provenientes de las tres fuentes, tratadas previamente con 

mitomicina C para detener su ciclo celular e inhibir su proliferación. Los siguientes 

valores numéricos son mostrados en incremento en veces del número de células 

sembradas al inicio del cultivo, en donde el valor de 1 es referente a 10,000 células. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 3. Co-cultivos de MSCs-HPCs. (A) Cultivos de HPCs en ausencia de MSCs; (B) 

Co-cultivo de MSCs de MO con HPCs; (C) Co-cultivo de MSCs de SCU con HPCs; (D) 

Co-cultivo de MSCs de PL con HPCs. Cultivos al día 7 en presencia del coctel seminal 

(20X).  

 

A B 

C D 
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Figura 4. Cinéticas de proliferación de la población enriquecida en células 

CD34+CD38-Lin-, cultivadas en presencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en 

ausencia (S/MSC) o en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL 

(MSC-PL), sin citocinas (control) o con los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de 

cultivo. Datos mostrados en incremento en veces del número de células totales. n=6 

*significativamente mayor a su similar sin MSC, significativamente mayor a su similar 

con coctel seminal, p<0.05 

   

En cultivos en ausencia de citocinas, al día 14, las MSCs de las tres fuentes 

tuvieron la tendencia de incrementar el número de células hematopoyéticas en 

comparación con cultivos sin MSCs. Al día 28, el número de células hematopoyéticas 

continuó incrementando en presencia de MSCs de las tres fuentes en comparación 

con cultivos en ausencia de MSCs, en donde no se detectaron células (Figura 4). 

En cultivos con el coctel seminal, al día 14, el incremento en el número de células 

hematopoyéticas fue significativo en presencia de MSCs de las tres fuentes (444±230, 

248±171 y 221±98 con MSCs de MO, SCU y PL respectivamente) en comparación 

con cultivos sin MSCs (25±33). Al día 28, en cultivos con MSCs provenientes de MO y 

PL el incremento fue significativamente mayor (1835±1130 y 979±334 
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respectivamente) en comparación con cultivos sin MSCs 487±682), mientras que el 

incremento en la proliferación de HPCs en presencia de MSCs de SCU (1147±1098), 

no fue significativo respecto al obtenido en cultivos sin MSCs (Figura 4). 

En cultivos con el coctel mixto, el incremento en la proliferación de las HPCs fue 

similar en presencia de MSCs en comparación con cultivos sin MSCs (días 14 y 28; 

Figura 4). 

Con el coctel mixto, al día 14, en ausencia de MSCs observamos un incremento 

significativo en la proliferación de las HPCs en comparación con cultivos en presencia 

del coctel seminal (663±265 y 25±33 respectivamente). No encontramos diferencias 

significativas en la capacidad de incrementar la proliferación de las HPCs entre el 

coctel mixto y cultivos con MSCs en presencia del coctel seminal. Al comparar la 

proliferación entre los cocteles seminal y mixto en presencia de MSCs, al día 28, no 

se encontraron diferencias significativas (Figura 4). 

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar la 

proliferación de las HPCs entre las MSCs provenientes de las tres fuentes, bajo 

ninguna de las condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, al igual 

que las MSCs de MO, tienen la misma capacidad de incrementar la proliferación de 

HPCs tanto en ausencia de citocinas, como en presencia del coctel seminal.  

 

 

2.3 Formación de HPCs menos primitivas 
 

 
2.3.1 Formación de CFC mieloides  

 
 

Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-, 

se evaluó el número de CFC mieloides presentes en los cultivos a los días 14 y 28 

(Figuras 5 y 6). Los siguientes valores numéricos son mostrados en incremento en 

veces del número de CFC mieloides obtenidas a partir de la población enriquecida en 

cada uno de los experimentos al día cero de cultivo (155±68 CFC mieloides).  
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En cultivos en ausencia de citocinas, al día 14, las MSCs provenientes de las tres 

fuentes tuvieron la tendencia a incrementar el número de CFC mieloides en 

comparación con cultivos sin MSCs. Al día 28, el número de las CFC mieloides 

continuó incrementando en presencia de MSCs de las tres fuentes en comparación 

con cultivos en ausencia de MSCs, en donde no se detectaron células (Figura 6). 

En cultivos con el coctel seminal, al día 14, el incremento en el número de CFC 

mieloides fue significativo en presencia de MSCs (982.84±703.11, 736±1225 y 

442.2±299.5 con MSCs de MO, SCU y PL respectivamente), en comparación con 

cultivos sin MSCs (32.3±27.61). Al día 28, el incremento en el número de CFC 

mieloides fue similar en presencia de MSCs en comparación con cultivos sin MSCs. 

Este mismo comportamiento lo observamos con el coctel mixto a los días 14 y 28, 

(Figura 6). 

Con el coctel mixto, al día 14, en ausencia de MSCs observamos un incremento 

significativo en la expansión de CFC mieloides en comparación con cultivos en 

presencia del coctel seminal (728±1011 y 32±27 respectivamente). No encontramos 

diferencias significativas en la capacidad de expansión entre el coctel mixto y cultivos 

con MSCs en presencia del coctel seminal. Al comparar la expansión entre los 

cocteles seminal y mixto en presencia de MSCs, al día 28, no se encontraron 

diferencias significativas (Figura 6). 

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de expansión de 

CFC mieloides entre las MSCs provenientes de las tres fuentes, bajo ninguna de las 

condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, igual que 

las MSCs de MO, tienen la misma capacidad de incrementar la expansión de CFC 

mieloides tanto en ausencia de citocinas, como en presencia del coctel seminal. 
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Figura 5. Progenitores mieloides. (A) CFC de Monocitos; (B) CFC de Granulocitos 20x.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6. Cinéticas de expansión de CFC mieloides totales de células CD34+CD38-

Lin-, cultivadas en presencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en ausencia (S/MSC) 

o en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), sin 

citocinas (control) o con los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos 

mostrados en incremento en veces del número de CFC mieloides. n=6 *significativamente 

mayor a su similar sin MSC, significativamente mayor su similar con el coctel seminal, 

p<0.05 

 

 

A B 
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 2.3.2 Formación de CFC eritroides  

 
Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-, 

se evaluó el número de CFC eritroides presentes en los cultivos a los días 14 y 28 

(Figuras 7 y 8). Los siguientes valores numéricos son mostrados en incremento en 

veces del número de CFC eritroides obtenidas a partir de la población enriquecida en 

cada uno de los experimentos al día cero de cultivo (323±222 CFC eritroides).  

En cultivos en ausencia de citocinas, al día 14, las MSCs de MO y SCU tienden a 

incrementar el número de CFC eritroides en comparación a cultivos sin MSCs y con 

MSCs de PL. Al día 28, el número de CFC eritroides continuó incrementando en 

presencia de MSCs de las tres fuentes en comparación con cultivos en ausencia de 

MSCs, en donde no se detectaron células (Figura 8). 

En cultivos con el coctel seminal, al día 14, el incremento en el número de CFC 

eritroides fue significativo solo en presencia de MSCs de SCU (1,275±415) en 

comparación con cultivos sin MSCs (20.1±35.9). Al día 28, el incremento en el número 

de CFC eritroides fue similar en presencia de MSCs en comparación con cultivos sin 

MSCs; este mismo comportamiento lo observamos con el coctel mixto, encontrando 

además, una tendencia a disminuir el número de CFC eritroides en presencia de 

MSCs de SCU al día 28 (Figura 8). 

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar la 

expansión de CFC eritroides entre las MSCs provenientes de las tres fuentes, bajo 

ninguna de las condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, al igual 

que las MSCs de MO, presentan la misma capacidad de expansión de CFC eritroides 

tanto en ausencia de citocinas como en presencia del coctel seminal. 
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Figura 7. Progenitores eritroides. (A) CFB Eritroide; (B) CFC eritroides. 20x. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Cinéticas de expansión de CFC eritroides totales de células CD34+CD38-

Lin-, cultivadas en presencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en ausencia (S/MSC) 

o en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), sin 

citocinas (control) o con los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos 

mostrados en incremento en veces del número de CFC eritroides totales.  n=6 

*significativamente mayor a su similar sin MSC, p<0.05 

 

 

A B 

* 
* 

* 

* * * 
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2.4 Formación de HPCs más primitivas 
 

 
2.4.1 Formación de células con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin- 

 
Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de HPCs primitivas a partir de la población enriquecida en células 

CD34+CD38-Lin-, se evaluó el número de células CD34+CD38-Lin- presentes en los 

cultivos a los días 14 y 28, mediante citometría de flujo (Figura 9). Los siguientes 

valores numéricos son mostrados en incremento en veces del número de células 

CD34+CD38-Lin- obtenidas al día cero de cultivo (4115±1851 células CD34+CD38-

Lin-). 

 En cultivos en ausencia de citocinas, al día 14, únicamente las MSCs de PL 

presentaron la tendencia a incrementar el número de células CD34+CD38-Lin, 

mientras las MSCs de MO y SCU retardaron su pérdida (es decir, se mantuvieron por 

mayor periodo de tiempo en cultivo y fueron disminuyendo de manera más lenta), en 

comparación con cultivos sin MSCs, en donde no se encontraron células con este 

inmunofenotipo. Al día 28, en cultivos con MSCs, únicamente se pudo evaluar la 

presencia de estas células en un experimento con MSCs de las tres fuentes, debido a 

que el número de células obtenido en la mayoría de los co-cultivos no fue suficiente 

para realizar el ensayo por citometría de flujo, sin embargo, en dicho experimento, se 

encontró que el número de células CD34+CD38-Lin- se mantenía en cultivos en 

presencia de MSCs de las tres fuentes, en comparación con el número de células con 

este inmunofenotipo al inicio del cultivo (Figura 9). 

En cultivos con el coctel seminal, al día 14, el incremento en el número de 

células CD34+CD38-Lin- fue significativo en presencia de MSCs de las tres fuentes 

(146.8±192.23, 91.19±87.54 y 31.58±19.6 con MSCs de MO, SCU y PL 

respectivamente), en comparación con cultivos sin MSCs (3.5±2.87). Al día 28, en 

cultivos con MSCs de MO y PL  se observó un incremento significativo de células con 

este inmunofenotipo (216.17±94.55 y 105.98±55.88 respectivamente), en 

comparación con cultivos sin MSCs (52.53±88.87), mientras que el incremento en la 

formación de células CD34+CD38-Lin- en presencia de MSCs de SCU (168.8±215), 

no fue significativamente diferente al obtenido en cultivos sin MSCs (Figura 9). 
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Figura 9. Cinéticas de expansión de células con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin-, 

cultivadas en presencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en ausencia (S/MSC) o en 

presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), sin citocinas 

(control) o con los cocteles seminal y mixto,  a los días 14 y 28 de cultivo. Datos 

mostrados en incremento en veces del número de células CD34+CD38-Lin-. n=6 

*significativamente mayor a su similar sin MSC, significativamente mayor a su similar 

con el coctel seminal, p<0.05 

 

En cultivos con el coctel mixto, al día 14, el incremento en el número de células 

CD34+CD38-Lin- fue significativo en presencia de MSCs (225.65±128.9, 

226.94±138.13 y 186±129 con MSCs de MO, SCU y PL respectivamente), en 

comparación con cultivos sin MSCs (37.31±32.81). Al día 28, el incremento de células 

con este inmunofenotipo fue similar en presencia de MSCs de las tres fuentes, en 

comparación con cultivos sin MSCs (Figura 9). 

Con el coctel mixto, al día 14, en ausencia de MSCs observamos un 

incremento significativo en la expansión de células CD34+CD38-Lin- comparación con 

cultivos en presencia del coctel seminal (37±32 y 3.5±2.8 respectivamente). En 

cultivos en presencia de SCU y PL, se obtuvo una mayor expansión con el coctel 

mixto (226±138 y 186±129) que con el coctel seminal (91±87 y 31±19). Al comparar la 
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expansión entre los cocteles seminal y mixto en presencia de MSCs, al día 28, no se 

encontraron diferencias significativas (Figura 9). 

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar la 

formación de células CD34+CD38-Lin-, entre las MSCs provenientes de las tres 

fuentes, bajo ninguna de las condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, al igual 

que las MSCs de MO, presentan la misma capacidad de incrementar la expansión de 

células CD34+CD38-Lin- en presencia de citocinas del coctel seminal y del coctel 

mixto. 

 

2.4.2 Formación de LTC-IC 

 

Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de HPCs primitivas a partir de la población enriquecida en células 

CD34+CD38-Lin-, se evaluó el número de LTC-IC- presentes en los cultivos a los días 

14 y 28 (Figura 10). Los siguientes valores numéricos son mostrados en incremento 

en veces del número de LTC-IC obtenidas a partir de la población enriquecida en 

cada uno de los experimentos al día cero de cultivo (255±262 LTC-IC).  

En cultivos en ausencia de citocinas, al día 14, únicamente en algunos 

experimentos las MSCs de las tres fuentes tuvieron la capacidad de retardar la 

pérdida de las LTC-IC en comparación con cultivos sin MSCs, en donde ya no se 

observaron células. Al día 28, el número de células hematopoyéticas obtenidas de los 

co-cultivos no fueron suficientes para realizar el experimento de LTC-IC (Figura 10). 

En cultivos con el coctel seminal, a los días 14 y 28, se observó una tendencia 

a incrementar  el número de LTC-IC en presencia de MSCs, en comparación con 

cultivos sin MSCs (día 14: 0.95±1.33, 1.88±2.21, 0.35±2.56 y 0.12±0.13 con MSCs de 

MO, SCU, PL y sin MSCs respectivamente; día 28: 4.88±9.73, 2.94±4.72, 4.86±5.28 y 

0.37±0.13 con MSCs de MO, SCU, PL y sin MSCs respectivamente). En cultivos con 

el coctel mixto, únicamente en algunos experimentos las MSCs de las tres fuentes 

tuvieron la capacidad de retardar la pérdida de las LTC-IC en comparación con 

cultivos sin MSCs (día 14 y 28; Figura 10).  
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No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar la 

formación de LTC-IC entre las MSCs provenientes de las tres fuentes, bajo ninguna 

de las condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, al igual 

que las MSCs de MO, favorecen la expansión de LTC-IC en presencia de citocinas del 

coctel seminal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Cinéticas de expansión de LTC-IC de células CD34+CD38-Lin-, cultivadas 

en presencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en ausencia (S/MSC) o en presencia 

de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), sin citocinas (control) o 

con los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos mostrados en 

incremento en veces del número de LTC-IC. n=4  

 

 

 

 

Nd 
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3. Co-cultivos de MSCs con la población enriquecida en células 
CD34+CD38-Lin- en ausencia de contacto celular 
 
 
 
3.1 Muestras de SCU procesadas y obtención de  la población enriquecida en 

células CD34+CD38-Lin- 

 

Se procesaron seis muestras de SCU, en las cuales se observaron datos 

heterogéneos. El volumen de la sangre obtenida en las muestras fue de 53.08 ml en 

promedio (27 ml el volumen más bajo y 80.5 ml el más alto). El número de CMNs 

obtenidas fue de 119.9x10
6
 en promedio (47.7x10

6
 el  valor más bajo y 172.5x10

6
 el 

más alto). Mientras que el  número de células obtenidas después del enriquecimiento 

mediante selección negativa en células CD34+CD38-Lin-, fue de 0.7x10
6
 en promedio 

(0.27x10
6 
el valor más bajo y 1.83x10

6
 el más alto); con un porcentaje de recuperación 

de 0.59% en promedio (0.21% el valor más bajo y 1.08% el valor más alto; Tabla 4). 

 

Tabla 4. Muestras de SCU y enriquecimiento de HPCs 

Experimento 
ml de 
SCU 

CMN  

(x10
6
) 

células post-
enriquecimiento 

CD34+CD38-Lin- (x10
6
) 

% de 
recuperación 

1 41.5 142.5 0.841 0.59 

2 74.5 169 1.83 1.08 

3 80.5 172.5 0.535 0.31 

4 27 60.5 0.354 0.58 

5 51 127.2 0.27 0.21 

6 44 47.7 0.38 0.79 

Promedio 53.08 119.9 0.70 0.59 
 

Obtención de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin- de SCU. 

 

 

3.2  Proliferación de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-  

 

Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

proliferación de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin- 
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en cultivos en ausencia de contacto MSC-HPC, se evaluó el número de células 

hematopoyéticas presentes en los cultivos a los días 14 y 28 (Figura 11). Los 

siguientes valores numéricos son mostrados en incremento en veces del número de 

células sembradas al inicio del cultivo, en donde el valor de 1 es referente a 10,000 

células.  

En cultivos en ausencia de citocinas, al día 14, las MSCs de las tres fuentes 

presentaron la tendencia a retardar la pérdida de las células hematopoyéticas en 

comparación con cultivos sin MSCs, en donde el número de células disminuyó. Al día 

28, el número de células hematopoyéticas incrementó en presencia de MSCs de las 

tres fuentes en comparación con cultivos en ausencia de MSCs, en donde no se 

detectaron células (Figura 11). 

En cultivos con el coctel seminal, al día 14, el incremento en el número de células 

hematopoyéticas fue significativo en presencia de MSCs de las tres fuentes (184±152, 

120.3±117.3 y 120.2±72.39 con MSCs de MO, SCU y PL respectivamente) en 

comparación con cultivos sin MSCs (26±10.08). De igual manera, al día 28, el 

incremento en el número de células hematopoyéticas fue significativamente mayor en 

cultivos con MSCs (611±246, 386.6±294.7 y 1207±1156 con MSCs de MO, SCU y PL 

respectivamente) en comparación con cultivos sin MSCs (67.35±45.6; Figura 11). 

En cultivos con el coctel mixto, al día 14, el incremento en la proliferación de 

las HPCs fue significativo en presencia de MSCs de MO y SCU (634±319 y 379±250 

respectivamente), en comparación con cultivos sin MSCs (210±130), mientras que el 

incremento en el número de células hematopoyéticas en cultivos con MSCs de PL 

(384±279), no fue significativo respecto al obtenido en cultivos sin MSCs. Al día 28, el 

incremento en el número de células hematopoyéticas, fue similar en presencia de 

MSCs de las tres fuentes en comparación con cultivos sin MSCs (Figura 11). 

Con el coctel mixto, en ausencia de MSCs observamos un incremento significativo 

en la proliferación de las HPCs en comparación con cultivos en presencia del coctel 

seminal (día 14: 210±130 y 26±18, día 28: 1226±1032 y 67±46 respectivamente). No 

encontramos diferencias significativas en la capacidad de incrementar la proliferación 

de las HPCs entre el coctel mixto y cultivos con MSCs en presencia del coctel 

seminal. Al comparar la proliferación entre los cocteles seminal y mixto en presencia 

de MSCs, no se encontraron diferencias significativas (Figura 11). 



63 

 

 

 

 

 

Figura 11. Cinéticas de proliferación de la población enriquecida en células 

CD34+CD38-Lin-, cultivadas en ausencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en 

ausencia (S/MSC) o en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL 

(MSC-PL), sin citocinas (control) o con los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de 

cultivo. Datos mostrados en incremento en veces del número de células totales. n=6 

*significativamente mayor a su similar sin MSC, significativamente mayor a su similar 

con el coctel seminal, p<0.05 

 

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar la 

proliferación de las HPCs entre las MSCs provenientes de las tres fuentes, bajo 

ninguna de las condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, al igual 

que las MSCs de MO, tienen la misma capacidad de incrementar la proliferación de 

HPCs, en usencia de contacto MSCs-HPCs, tanto en cultivos sin citocinas, como en 

presencia del coctel seminal. 
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3.3 Formación de HPCs menos primitivas 

 

3.3.1 Formación de CFC mieloides  
 
Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-, 

en cultivos en ausencia de contacto MSC-HPC, se evaluó el número de CFC 

mieloides presentes en los cultivos a los días 14 y 28 (Figura 12). Los siguientes 

valores numéricos son mostrados en incremento en veces del número de CFC 

mieloides obtenidas a partir de la población enriquecida en cada uno de los 

experimentos al día cero de cultivo (610±584 CFC mieloides).  

En cultivos en ausencia de citocinas, las MSCs de las tres fuentes retardaron la 

pérdida de CFC mieloides, en comparación con cultivos sin MSCs, en donde ya no se 

observaron células (días 14 y 28; Figura 12).  

En cultivos con el coctel seminal al día 14, el incremento en el número de CFC 

mieloides fue significativo en presencia de MSCs (102.8±75.39, 68±60.7 y 

43.39±298.9 con MSCs de MO, SCU y PL respectivamente), en comparación con 

cultivos sin MSCs (1.27±0.18). Asimismo al día 28, el incremento fue significativo en 

presencia de MSCs (198±76.6, 122±94.5 y 237.7±298.9 con MSCs de MO, SCU y PL 

respectivamente), en comparación con cultivos sin MSCs (10.33±2.83; Figura 12).  

En presencia del coctel mixto, el incremento en el número CFC mieloides fue 

similar en cultivos con MSCs en comparación con cultivos sin MSCs (días 14 y 28; 

Figura 12). 

Con el coctel mixto, en ausencia de MSCs observamos un incremento significativo 

en la expansión de CFC mieloides en comparación con cultivos en presencia del 

coctel seminal (día 14: 49±46 y 1±0, día 28: 238±190 y 10.3±2.8 respectivamente). No 

encontramos diferencias significativas en la capacidad de expansión entre el coctel 

mixto y cultivos con MSCs en presencia del coctel seminal. Al comparar la expansión 

entre los cocteles seminal y mixto en presencia de MSCs no se encontraron 

diferencias significativas (Figura 12). 

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar la 

expansión de las CFC mieloides entre las MSCs provenientes de las tres fuentes, bajo 

ninguna de las condiciones de cultivo. 
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Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, al igual 

que las MSCs de MO, tienen la capacidad de incrementar la expansión de CFC 

mieloides, aún inhibiendo el contacto MSCs-HPCs, en presencia del coctel seminal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Cinéticas de expansión de CFC mieloides totales de células CD34+CD38-

Lin-, cultivadas en ausencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en ausencia (S/MSC) o 

en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), sin citocinas 

(control) o con los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos mostrados 

en incremento en veces del número de CFC mieloides. n=6 *significativamente mayor a 

su similar sin MSC, significativamente mayor a su similar con el coctel seminal, p<0.05 

 

 

3.3.2 Formación de CFC eritroides  
 

Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-, 

en cultivos en ausencia de contacto MSC-HPC, se evaluó el número de CFC 

eritroides presentes en los cultivos a los días 14 y 28 (Figura 13). Los siguientes 

valores numéricos son mostrados en incremento en veces del número de CFC 
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eritroides obtenidas a partir de la población enriquecida en cada uno de los 

experimentos al día cero de cultivo (262±138 CFC eritroides).  

En cultivos en ausencia de citocinas, las MSCs de las tres fuentes retardaron la 

pérdida de CFC eritroides, en comparación con cultivos sin MSCs, en donde ya no se 

observaron células (días14 y 28; Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Cinéticas de expansión de CFC eritroides totales de células CD34+CD38-

Lin-, cultivadas en ausencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en ausencia (S/MSC) o 

en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), sin citocinas 

(control) o con los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos mostrados 

en incremento en veces del número de CFC eritroides totales. n=6 *significativamente 

mayor a su similar sin MSC, significativamente mayor a su similar con el coctel seminal, 

p<0.05 

 

En cultivos con el coctel seminal, al día 14, el incremento en el número de CFC 

eritroides presentó una tendencia a ser mayor en presencia de MSCs de MO y SCU 

(21±42.02, 33.7±56.9 respectivamente), en comparación con cultivos en presencia de 

MSCs de PL y sin MSCs (6.56±6.56 y 2.77±2.39 respectivamente). De igual manera, 

al día 28 en cultivos con MSCs de MO y SCU, el incremento fue de 59.14±84.06 y 
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47.6±72.4 veces  respectivamente, en comparación con cultivos con MSCs de PL 

(5.83±9.55) y cultivos sin MSCs (0.4±0.7; Figura 13). 

En cultivos con el coctel mixto, al día 14, el incremento en el número de CFC 

eritroides presentó una tendencia a ser menor en presencia de MSCs de PL en 

comparación con cultivos con MSCs de MO, SCU y sin MSCs. Mientras que al día 28, 

el incremento en el número de CFC eritroides presentó una tendencia a ser menor en 

presencia de MSCs de SCU y PL, en comparación con cultivos con MSCs de MO y 

sin MSCs (Figura 13). 

Con el coctel mixto y ausencia de MSCs, se observó un incremento 

significativo en la expansión de CFC eritroides cuando se compararon con cultivos en 

presencia del coctel seminal (día 14: 32.5±33.5 y 2.7±2.4, día 28: 47±39 y 0.4±0.7 

respectivamente (Figura 13).  

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar el 

número de CFC eritroides entre las MSCs provenientes de las tres fuentes, bajo 

ninguna de las condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL en 

presencia del coctel seminal, igual que las MSCs de MO, tienden a incrementar la 

expansión de CFC eritroides, en ausencia de contacto MSCs-HPCs. 

 

 

3.4 Formación de HPCs más primitivas 
 
 

3.4.1 Formación de células con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin- 
 

Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-, 

en cultivos en ausencia de contacto MSC-HPC, se evaluó el número de células 

CD34+CD38-Lin- presentes en los cultivos a los días 14 y 28 (Figura 14). Los 

siguientes valores numéricos son mostrados en incremento en veces del número de 

células CD34+CD38-Lin- obtenidas a partir de la población enriquecida en cada uno 

de los experimentos al día cero de cultivo (9597±7485 células CD34+CD38-Lin-).  
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En cultivos en ausencia de citocinas, no fue posible determinar la formación de 

células CD34+CD38-Lin-, ya que al igual que en cultivos sin MSCs, el número de 

células obtenido no fue suficiente para realizar el ensayo por citometría de flujo (días 

14 y 28). 

En cultivos con el coctel seminal, al día 14, se observó una tendencia a 

incrementar el número de células CD34+CD38-Lin- en presencia de MSCs de MO y 

SCU (13.07±25.23 y 4.78±6.72 respectivamente) en comparación a cultivos sin MSCs 

(1.09±0.72) y con MSCs de PL (1.1±0.67). Al día 28, en cultivos con MSCs de las tres 

fuentes, observamos un incremento significativo de células con este inmunofenotipo 

(31.8±46.33, 14.19±21.47 y 11.77±20.55 con MSCs de MO, SCU y PL 

respectivamente) en comparación con cultivos sin MSCs (0.97±1.32; Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cinéticas de expansión de células con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin-, 

cultivadas en ausencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en ausencia (S/MSC) o en 

presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), sin citocinas 

(control) o con los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos mostrados 

en incremento en veces del número de células CD34+CD38-Lin-. n=6 *significativamente 

mayor a su similar sin MSC, p<0.05 
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En cultivos con el coctel mixto, al día 14, se observó una tendencia a 

incrementar el número de células CD34+CD38-Lin- en presencia de MSCs de MO y 

SCU en comparación a cultivos sin MSCs y con MSCs de PL. Al día 28, el incremento 

fue similar en presencia de MSCs en comparación con cultivos sin MSCs (Figura 14). 

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar la 

formación de células CD34+CD38-Lin-, entre las MSCs provenientes de las tres 

fuentes, bajo ninguna de las condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, al igual 

que las MSCs de MO, tienen la capacidad de incrementar la expansión de células 

CD34+CD38-Lin-, en ausencia de contacto MSCs-HPCs, en presencia del coctel 

seminal. 

 

 

3.4.2 Formación de LTC-IC 

 

Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin-, 

en cultivos en ausencia de contacto MSC-HPC, se evaluó el número de LTC-IC 

presentes en los cultivos a los días 14 y 28 (Figura 15). Los siguientes valores 

numéricos son mostrados en incremento en veces del número de LTC-IC  obtenidas a 

partir de la población enriquecida en cada uno de los experimentos al día cero de 

cultivo (122±79 LTC-IC).  

En cultivos en ausencia de citocinas, no fue posible determinar la formación de 

LTC-IC, ya que al igual que en cultivos sin MSCs, el número de células fue 

insuficiente para realizar el ensayo (días 14 y 28 de cultivo). En cultivos con el coctel 

seminal, a los días 14 y 28, se observó tendencia a incrementar el número de LTC-IC 

en presencia de MSCs de las tres fuentes en comparación con cultivos sin MSCs 

(Figura 15).  

En cultivos con el coctel mixto, al día 14, las MSCs de MO  tuvieron una mayor 

tendencia a incrementar el número de LTC-IC (7.3±14.6) en comparación a cultivos 

con MSCs de SCU y PL así como con cultivos sin MSCs (2.96±5.93, 1.6±2.6 y 

5.54±10.98 respectivamente). De manera similar, al día 28, las MSCs de MO tuvieron 
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una mayor tendencia a incrementar el número de LTC-IC (2.38±4.75) en comparación 

a cultivos con MSCs de SCU y PL así como con cultivos sin MSCs (0.06±0.13, 

0.2±0.3 y 0 respectivamente; Figura 15) 

No se encontraron diferencias significativas en la capacidad de incrementar el 

número de LTC-IC entre las MSCs provenientes de las tres fuentes, bajo ninguna de 

las condiciones de cultivo. 

Estos resultados nos indican que las MSCs provenientes de SCU y PL, al igual 

que las MSCs de MO, tienen la capacidad para favorecer la expansión de LTC-IC, en 

ausencia de contacto MSCs-HPCs, en presencia del coctel seminal. 

 

Figura 15. Cinéticas de expansión de LTC-IC de células CD34+CD38-Lin, cultivadas 

en ausencia de contacto MSCs-HPCs. Cultivos en ausencia (S/MSC) o en presencia de 

MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), sin citocinas (control) o con 

los cocteles seminal y mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos mostrados en incremento 

en veces del número de LTC-IC-. n=4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



71 

 

4. Comparación de co-cultivos en presencia y ausencia de contacto de MSCs  

con la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin- 

 

Para comparar la capacidad de las MSCs de MO, SCU y PL de mantener la 

formación de células hematopoyéticas totales y HPCs, cuando están en contacto o sin 

contacto con éstas, se compararon los datos previamente obtenidos por separado de 

los co-cultivos con o sin contacto MSC-HPC a los días 14 y 28. 

 

4.1  Proliferación de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin- 

En ausencia de citocinas, en cultivos en donde se permitió el contacto MSC-

HPC, se presentó una tendencia a incrementar el número de células hematopoyéticas 

en comparación con cultivos en donde se inhibió el contacto célula-célula (días 14 y 

28; Figura 16 a). 

En presencia del coctel seminal, al día 14, en cultivos en donde se permitió el 

contacto MSC-HPC, se presento un incremento significativo en la proliferación de las 

HPCs con MSCs de MO y PL en comparación a cultivos en donde se inhibió el mismo 

(444±230 vs 184±152 y 221±97 vs 120±72, respectivamente), mientras que en 

presencia de MSCs de SCU, el incremento no fue significativamente diferente 

(247±171 vs 120±117). Es importante mencionar que al día 28, en cultivos en donde 

únicamente había citocinas, el incremento fue significativamente mayor en aquellos en 

donde no se colocó la membrana de nitrocelulosa en comparación con cultivos en 

donde se colocó la misma (487±682 vs 67±46), debido a ello los incrementos 

observados en los cultivos sin contacto MSC-HPC podrían verse afectados por la 

presencia de la membrana (Figura 16 b). Este mismo comportamiento lo observamos 

con el coctel mixto al día 14, mientras que al día 28, no encontramos diferencias 

significativas en ninguna de las condiciones analizadas (Figura 16 c). 

 

 



72 

 

a) 

 

 

 

 

b)  

 

 

 

 

c) 

 

 

 

 

Figura 16. Cinéticas de proliferación de la población enriquecida en células 

CD34+CD38-Lin- cultivadas en presencia o ausencia de contacto MSC-HPC. Cultivos 

en ausencia (S/MSC) o en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL 

(MSC-PL), a) sin citocinas (control) o con los cocteles b) seminal y c) mixto, a los días 14 

y 28 de cultivo. Datos mostrados en incremento en veces del número de células totales. 

n=6. *significativamente mayor a su similar sin contacto celular, p<0.05      
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        Estos resultados nos indican que en los cultivos con contacto MSC-HPC, se 

favorece un mayor incremento en la proliferación de HPCs en comparación a aquellos 

sin contacto, tanto en ausencia de citocinas, como en presencia del coctel seminal.  

 

4.2   Formación de HPCs menos primitivas 
 

4.2.1 Formación de CFC mieloides 

 En ausencia de citocinas, en cultivos en donde se permitió el contacto MSC-

HPC, se observó una tendencia a incrementar el número de CFC mieloides en 

comparación con cultivos en donde se inhibió el contacto célula-célula (Figura 17 a). 

 En presencia del coctel seminal, a los días 14 y 28 de cultivo, nuevamente 

observamos diferencias significativas entre los cultivos con y sin membrana, siendo 

menores los valores obtenidos en aquellos en donde la membrana estuvo presente, 

debido a ello los incrementos observados en los cultivos sin contacto MSC-HPC 

podrían verse afectados por la presencia de la misma (Figura 17 b). Este mismo 

comportamiento lo observamos con el coctel mixto al día 14, mientras que al día 28, 

en cultivos en donde se permitió el contacto MSC-HPC, se observó una tendencia a 

incrementar el número de CFC mieloides en comparación con cultivos en donde se 

inhibió el contacto célula-célula (Figura 17 c). 

     Estos resultados nos indican que en los cultivos con contacto MSC-HPC, se 

favorece un mayor incremento en la expansión de CFC mieloides en comparación a 

aquellos sin contacto, tanto en ausencia de citocinas, como en presencia del coctel 

mixto. 
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b) 

 

 

 

 

 

c) 

 

 

Figura 17. Cinéticas de expansión de CFC mieloides totales de células CD34+CD38-

Lin- cultivadas en presencia o ausencia de contacto MSC-HPC. Cultivos en ausencia 

(S/MSC) o en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), 

a) sin citocinas (control) o con los cocteles b) seminal y c) mixto, a los días 14 y 28 de 

cultivo. Datos mostrados en incremento en veces del número de CFC mieloides. n=6. 

*significativamente mayor a su similar sin contacto celular, p<0.05 
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4.2.2 Formación de CFC eritroides 

En ausencia de citocinas, en cultivos en donde se permitió el contacto MSC-HPC, 

se observó una tendencia a incrementar el número de CFC eritroides en comparación 

con cultivos en donde se inhibió el contacto célula-célula (Figura 18 a). 

En presencia del coctel seminal, al día 14, en cultivos en donde se permitió el 

contacto MSC-HPC, se observó una tendencia a incrementar el número de CFC 

eritroides en comparación con cultivos en donde se inhibió el contacto célula-célula. Al 

día 28, en ausencia de MSCs, nuevamente observamos diferencias significativas 

entre los cultivos con y sin membrana, siendo menores los valores obtenidos en 

aquellos en donde la membrana estuvo presente (221±481 vs 0.4±0.7), debido a ello 

los incrementos observados en los cultivos sin contacto MSC-HPC podrían verse 

afectados por la presencia de la misma (Figura 18 b).  

En presencia del coctel mixto, al día 14, en cultivos en donde se permitió el 

contacto MSC-HPC, con MSCs de PL se presentó un incremento significativo en el 

número de CFC eritroides en comparación a cultivos en donde se inhibió el mismo, 

mientras que en presencia de MSCs de MO y SCU, el incremento fue similar con y sin 

contacto célula-célula. Al día 28, el incremento en el número de CFC eritroides fue 

similar al obtenido en cultivos en donde se inhibió el contacto MSC-HPC (Figura 18 c).  

Estos resultados nos indican que en los cultivos con contacto MSC-HPC, se 

favorece un mayor incremento en la expansión de CFC eritroides en comparación a 

aquellos sin contacto, en ausencia de citocinas. Asimismo, el contacto de MSCs de PL 

con HPCs incrementa de manera significativa la formación de CFC eritroides en 

presencia del coctel mixto, en comparación a cuando se inhibe el contacto célula-

célula. 

 

 

 

 



76 

 

 

 

a) 

 

 

 

b) 

 

 

 

c) 

 

 

 

 

Figura 18. Cinéticas de expansión de CFC eritroides totales de células CD34+CD38-

Lin- cultivadas en presencia o ausencia de contacto MSC-HPC. Cultivos en ausencia 

(S/MSC) o en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), 

a) sin citocinas (control) o con los cocteles b) seminal y c) mixto, a los días 14 y 28 de 

cultivo. Datos mostrados en incremento en veces del número de CFC eritroides totales. 

n=6. *significativamente mayor a su similar sin contacto celular, p<0.05 
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4.3   Formación de HPCs más primitivas 
 
 

4.3.1 Formación de células con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin-  

En ausencia de citocinas, en cultivos en donde se permitió el contacto MSC-

HPC, las MSCs retardaron la pérdida de las células CD34+CD38-Lin-, mientras que 

en cultivos en donde se inhibió el contacto celular, el número de células obtenido no 

fue suficiente para realizar el ensayo por citometría de flujo. 

En presencia del coctel seminal, al día 14, en cultivos en donde se permitió el 

contacto MSC-HPC, se presentó un incremento significativo en el número de células 

CD34+CD38-Lin-, en comparación con cultivos en donde se inhibió el contacto célula-

célula (146±192 vs13±25 con MSCs de MO, 91±87 vs 4.7±6.7 con MSCs de SCU y 

31±19 vs 1.1±0.6 con MSCs de PL). Al día 28, nuevamente observamos diferencias 

significativas entre los cultivos con y sin membrana, siendo menores los valores 

obtenidos en aquellos en donde la membrana estuvo presente (52±88 vs 0.9±1.36), 

debido a ello, los incrementos observados en los cultivos sin contacto MSC-HPC 

podrían verse afectados por la presencia de la misma (Figura 19 a). 

En presencia del coctel mixto, al día 14, en cultivos en donde se permitió el 

contacto MSC-HPC, se presentó un incremento significativo en el número de células 

CD34+CD38-Lin-, en comparación con cultivos en donde se inhibió el contacto célula-

célula (225±128 vs15±33 con MSCs de MO, 226±138 vs 6±12 con MSCs de SCU y 

186±129 vs 1.3±0.7 con MSCs de PL). Al día 28, no encontramos diferencias 

significativas entre las condiciones analizadas (Figura 19 b). 

Estos resultados nos indican que en los cultivos con contacto MSC-HPC, hay un 

mayor incremento en la expansión de células CD34+CD38-Lin- en comparación a 

aquellos sin contacto, en presencia de ambos cocteles de citocinas. 
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Figura 19. Cinéticas de expansión de células con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin- 

cultivadas en presencia o ausencia de contacto MSC-HPC. Cultivos en ausencia 

(S/MSC) o en presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), 

con los cocteles a) seminal y b) mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos mostrados en 

incremento en veces del número de células CD34+CD38-Lin-. La detección de los 

marcadores se realizó mediante citometría de flujo. n=6. *significativamente mayor a su 

similar sin contacto celular, p<0.05 
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4.3.2 Formación de LTC-IC 

En ausencia de citocinas, en cultivos en donde se permitió el contacto MSC-

HPC, únicamente en algunos experimentos las MSCs tuvieron la capacidad de 

retardar la pérdida de las LTC-IC, mientras que en cultivos en donde se inhibió el 

contacto celular, el número de células obtenido no fue suficiente para realizar los 

experimentos. 

En presencia del coctel seminal, al día 14, en cultivos en donde se permitió el 

contacto MSC-HPC, el incremento en el número de LTC-IC fue similar en 

comparación con cultivos en donde se inhibió el contacto célula-célula. Al día 28, en 

cultivos en donde se permitió el contacto MSC-HPC, se presentó una tendencia a 

incrementar el número de LTC-IC, en comparación a cultivos en donde se inhibió el 

contacto célula-célula (4.8±9.7 vs 0.8±1.7 con MSCs de MO, 2.9±4.7 vs 0.3±0.3 con 

MSCs de SCU y 4.8±5.2 vs 0.05±0.4 con MSCs de PL; Figura 20 a). 

En presencia del coctel mixto, al día 14, en cultivos en donde se permitió el 

contacto MSC-HPC, las MSCs retardaron la pérdida de LTC-IC, mientras que en 

cultivos en donde se inhibió el contacto celular, se observó un incremento en el 

número de éstas, sin embargo, en cultivos en donde únicamente había citocinas, 

también se presentó un incremento en el número de LTC-IC en aquellos en donde se 

colocó la membrana en comparación con cultivos en donde no se colocó la misma 

(0.2±0.3 vs 7.3±14.6 con MSCs de MO, 0.1±0.2 vs 2.9±5.9 con MSCs de SCU,   

0.1±0.1 vs 1.6±2.6 con MSCs de PL y 0.1±0.2 vs 5.5±10.9 en cultivos sin MSCs). Al 

día 28, las MSCs de MO incrementaron el número de LTC-IC cuando se inhibió el 

contacto MSC-HPC, mientras que las MSCs de SCU y PL, en ambas condiciones de 

cultivo (contacto y sin contacto célula-célula), únicamente retardaron la pérdida de 

LTC-IC (Figura 20 b). 

Estos resultados nos indican que en los cultivos con contacto MSC-HPC, se 

favorece la expansión de LTC-IC en comparación a aquellos sin contacto, en 

presencia del coctel seminal. Por otro lado, en presencia del coctel mixto, se observó 

una tendencia a incrementar el número de LTC-IC ya sea en ausencia de MSCs o sin 

contacto MSC-HPC. 
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Figura 20. Cinéticas de expansión de LTC-IC de células CD34+CD38-Lin- cultivadas 

en presencia o ausencia de contacto MSC-HPC. Cultivos en ausencia (S/MSC) o en 

presencia de MSCs de MO (MSC-MO), SCU (MSC-SCU) y PL (MSC-PL), con los cocteles 

a) seminal y b) mixto, a los días 14 y 28 de cultivo. Datos mostrados en incremento en 

veces del número de LTC-IC. n=4 
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DISCUSION 

Por sus características, incluyendo la capacidad de diferenciarse hacia distintos 

tipos celulares y de expresar y secretar factores tróficos, es decir, moléculas que 

favorecen la recuperación de tejidos dañados (Caplan y Dennis, 2006; Li et al 2005; 

Pak et al, 2003; Murphy et al, 2003), las MSCs representan una herramienta 

promisoria para su uso en la investigación y en la clínica dentro del campo de la 

terapia celular. De manera particular, debido a que las MSCs originan a la mayoría de 

las células estromales de la MO, incluyendo las que forman el nicho de las HSCs 

(Nagasawa et al, 2011), favorecen la expansión de HPCs in vitro (Zhang et al, 2006; 

Robinson et al, 2006), así como el homing e injerto de las HSCs y HPCs dentro de la 

MO y una recuperación hematopoyética más rápida (Noort et al, 2002; Ball et al, 2007; 

2008; Le Blanc et al 2007; Meuleman et al, 2009), las MSCs son una herramienta 

prometedora para mejorar el TCH en pacientes con enfermedades hematológicas.  

Actualmente la MO es la principal fuente de MSCs, sin embargo, presenta algunos 

inconvenientes, entre ellos, la toma de muestras representa un método doloroso y 

agresivo para el donador y el número y la capacidad de proliferación y diferenciación 

de las MSCs disminuyen conforme aumenta la edad del mismo (D I’ppolitto et al, 

1999; Romanov et al, 2003). Debido a lo anterior, ha sido necesaria la obtención de 

MSCs a partir de fuentes alternativas. En nuestro grupo de investigación hemos 

obtenido MSCs de SCU y PL (Montesinos et al, 2009), lo que representa una 

interesante opción por las ventajas que tienen sobre la MO, ya que estos dos tejidos 

se consideran desechos biológicos y se puede obtener el número de muestras que se 

deseen, además su obtención no ocasiona algún riesgo para los donadores (madre o 

recién nacido) y las células son ontogénicamente más jóvenes.  

Aunque las MSCs de SCU y PL presentan características biológicas similares a las 

provenientes de MO, tales como su morfología, inmunofeotipo y capacidad de 

diferenciación hacia el linaje ostogénico, adipogénico y condrogénico (Montesinos et al, 

2009), no sabemos si tienen la misma capacidad de mantener la formación in vitro de 

HPCs que las MSCs de MO. En este proyecto se realizó un estudio comparativo de la 

capacidad de las MSCs provenientes de MO, SCU y PL, para mantener la formación in 
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vitro de HPCs a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin- de SCU, 

bajo las mismas condiciones de cultivo. 

Tal como reportamos anteriormente, las MSCs se encontraron y se obtuvieron 

de manera más frecuente en MO, seguido de PL y por último en SCU. En los cultivos 

de MSCs de SCU y PL que se utilizaron en este trabajo, igual que con MSCs de MO, 

detectamos subpoblaciones celulares con diferente morfología: grandes, 

fibroblastoides y neurales  de las cuales, no sabemos si su morfología tiene relación 

con alguna característica biológica de las mismas. También encontramos células 

pequeñas en cultivos de MSCs de las tres fuentes, de las cuales ya se había 

reportado su presencia en MSCs de MO, en donde se caracterizaron por tener un alto 

potencial de proliferación y de injerto en modelos murinos (Colter et al, 2001; Lee et 

al, 2006).  

Las MSCs de MO, SCU y PL, presentaron un inmunofenotipo característico de 

MSCs, de esta manera, expresaron CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 y 

CD166 y no se detectó la expresión de marcadores hematopoyéticos como CD14, 

CD34 y CD45 así como la expresión de CD31 y HLA-DR (Dominici et al, 2006). 

Se observó un porcentaje de expresión heterogéneo de CD29 (β1-integrina) 

en MSCs de SCU (86.6±26.2%), que es una molécula involucrada en el homing, 

injerto (Bungartz et al, 2006; Brakebusch et al, 2002) y autorrenovación de las 

HSCs (Gottschling et al, 2007), mientras que en MSCs de MO y PL su expresión 

fue alta y homogénea (99±0.1% y 98.3±1% respectivamente), debido a lo anterior, 

pudiéramos pensar que las MSCs de  MO y PL favorecen un mejor homing e 

injerto de las HSCs en el TCH en comparación con las MSCs de SCU. La 

expresión de la molécula de adhesión CD166 (ALCAM), se presento de manera 

heterogénea en las muestras de MSCs de las 3 fuentes (75.1±9.2%; 81.4±18.8% y 

73.6±26.7% en MSCs MO, SCU y PL respectivamente). De igual manera, la 

expresión de CD54 (ICAM), molécula de adhesión altamente expresado en células 

endoteliales y pericitos, presentó un porcentaje de bajo a medio de manera muy  

heterogénea entre las MSCs de las tres fuentes, siendo expresada en menor 

porcentaje en MSCs de MO (17.4±21.3%; 58.3±40.6% y 39.4±37.9% en MSCs 
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MO, SCU y PL respectivamente). Aunque la expresión de estas moléculas es 

heterogénea en las MSCs de las tres fuentes (ALCAM e ICAM), las diferencias no 

fueron significativas, por lo que su expresión en MSCs de SCU y PL puede 

favorecer su capacidad de mantener la formación de HPCs in vitro, al igual que 

sucede con las MSCs de MO. Diferencias significativas en la expresión de CD49b, 

fueron observadas, dado que su expresión fue baja en MSCs de MO en 

comparación con MSCs de SCU y PL (24.5±3.5%, 72.4±25.2%  y 97.5±1.4% 

respectivamente), es importante mencionar que este marcador podría estar 

involucrado en el contacto de las MSCs con las HSCs (Papayannopoulou et al, 

2001).  

Las MSCs de las  tres fuentes también tuvieron la capacidad de diferenciarse 

hacia osteoblastos, adipoctios y condroblastos (Montesinos et al, 2009). Por lo que las 

MSCs de SCU y PL que se utilizaron en este trabajo, igual que las MSCs de MO, 

cumplieron con las características biológicas determinadas por la ISCT para las MSCs 

(Dominici et al, 2006). 

 

1. Co-cultivos de MSCs de MO, SCU y PL con HPCs de SCU 

Cabe mencionar, que si bien, muy pocos trabajos reportan resultados comparando 

la capacidad de soporte hematopoyético de MSCs de MO y SCU ó de MO y PL, 

ninguno reporta un estudio comparativo con MSCs de las tres fuentes en las mismas 

condiciones de cultivos, ni los parámetros medidos en este trabajo. 

1.1 Co-cultivos de MSCs de MO, SCU y PL con HPCs de SCU: en presencia de 

contacto célula-célula 

Con el objetivo de analizar y comparar la capacidad de las MSCs de MO, SCU 

y PL para mantener la formación in vitro de HPCs, se realizaron co-cultivos 

permitiendo el contacto MSC-HPC. Para tales experimentos, se procesaron muestras 

de SCU y las CMNs obtenidas se enriquecieron en una población de HPCs con 

inmunofenotipo CD34+CD38-Lin-.  
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 Las MSCs de las tres fuentes en ausencia de citocinas presentaron la misma 

capacidad de incrementar la proliferación de las HPCs y la expansión de CFC de 

linaje mieloide y eritroides, así como de retardar la pérdida de células con 

inmunofenotipo CD34+CD38-Lin- y LTC-IC (a excepción de MSCs de PL, quienes sí 

incrementaron el número de células CD34+CD38-Lin- al día 14) en comparación con 

cultivos sin MSCs, en donde las células hematopoyéticas disminuyeron desde los 

primeros días de cultivo.  

 Nuestros resultados coinciden con los de otros grupos en donde también 

encuentran que las MSCs de PL tiene la misma capacidad de incrementar la 

proliferación de HPCs y la expansión de CFC y de células CD34+ que las MSCs de 

MO. Sin embargo, a diferencia de nuestros resultados en donde las MSCs de MO y 

PL únicamente retardan la pérdida de las LTC-IC, Zhang y cols., encontraron un 

incremento en su expansión (1.66±0.56 y 2.16±0.55 incremento en veces con MSCs 

de MO y PL respectivamente; Zhang et al 2004).  

 Otros grupos también encontraron que las MSCs de SCU tienen la capacidad 

de mantener la formación de células primitivas (células CD34+CD38- y LTC-IC, 

Wagner et al, 2007 a), mientras que otros estudios reportan la capacidad de las MSCs 

de SCU para expandir CFC de linaje mieloide (Wang et al, 2004 b). Igual que 

nosotros, en ningún estudio encuentran diferencias significativas en la capacidad de 

soportar la hematopoyesis entre las MSCs provenientes de MO y SCU ó de MO y PL.  

 Estos resultados nos indican que bajo las mismas condiciones de cultivo, las 

MSCs provenientes de SCU y PL tienen la capacidad de producir factores que son 

importantes para la proliferación y la expansión de HPCs menos primitivas (CFC 

mieloides y eritroides), así como para favorecer el mantenimiento de las HPCs más 

primitivas (células CD34+CD38-Lin- y LTC-IC), al igual que las MSCs de MO. 

En presencia de citocinas del coctel seminal (SCF, FL, TPO e IL-6), la 

capacidad de las MSCs de las tres fuentes para incrementar la proliferación de las 

HPCs (días 14 y 28) y la expansión de CFC mieloides y eritroides (día 14) y células 

CD34+CD38-Lin- (días 14 y 28), fue mayor en comparación con cultivos en donde se 

encontraban únicamente uno de los dos componentes (MSCs ó citocinas). Las LTC-IC 
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también presentaron un incremento en su número en cultivos con MSCs de las tres 

fuentes y aunque no fue significativo, la tendencia indica que las MSCs favorecen su 

expansión.  

Hay estudios que reportan que las MSCs de PL tienen mayor capacidad de 

incrementar la proliferación y expansión de HPCs en presencia de citocinas, en 

comparación con MSCs de MO (Zhang et al 2004), lo cual no coincide con nuestras 

observaciones. Por otro lado, no hay estudios reportados sobre la comparación de la 

capacidad de soporte hematopoyético entre MSCs de MO y de SCU en presencia de 

citocinas exógenas, sin embargo, existen estudios que reportan que  MSCs de SCU 

en presencia de citocinas incrementan la proliferación de células CD34+ y expansión 

de CFC (Wang et al, 2004 b).  

Nuestros datos demuestran la presencia de un efecto sinérgico entre las MSCs 

de MO y citocinas del coctel seminal, al incrementar la proliferación y expansión de 

HPCs, lo cual ya había sido reportado por otros grupos (Walenda et al, 2011), sin 

embargo, además de confirmar este efecto, nosotros determinamos que las MSCs de 

SCU y PL tienen la capacidad de incrementar la proliferación y expansión de HPCs de 

manera sinérgica con citocinas de acción temprana (citocinas del coctel seminal), al 

igual que las MSCs de MO. Asimismo no podemos descartar la posibilidad de que las 

citocinas adicionadas al cultivo estimulen a las MSCs para producir mayor cantidad de 

factores que favorezcan la hematopoyesis, aunque aún no se tiene respuesta 

respecto a ello. 

Es importante mencionar que la concentración de citocinas que nosotros 

usamos es mucho menor a la que usa la mayoría de los grupos en los cultivos con 

MSCs (hasta 5 o 10 veces menos: Zhang et al 2004 y Wang et al, 2004 b) y aún así 

obtenemos el mismo efecto de sinergia, lo que hace más eficiente el modelo usado en 

nuestro trabajo. 

En cultivos con MSCs de las tres fuentes y en presencia del coctel mixto (SCF, 

FL, TPO, IL-6, GM-CSF, G-CSF e IL-3), el incremento en la proliferación de HPCs y 

expansión de CFC mieloides y CFC eritroides, fue similar al observado en cultivos sin 

MSCs, estos resultados ya habían sido reportados con MSCs de MO (Flores-Guzmán 
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et al, 2009), por lo que además de confirmarlos, en este trabajo se demostró que al 

igual que las MSCs de MO, el incremento en la proliferación y expansión de HPCs 

menos primitivas producido por MSCs de SCU y PL, se puede obtener con el coctel 

mixto, lo que haría pensar que la presencia de las MSCs es innecesaria. Con estos 

resultados y los obtenidos en los cultivos de MSCs con el coctel seminal, podríamos 

decir que dentro de los factores que pudieran producir las MSCs en estos últimos 

cultivos, sean citocinas como GM-CSF, G-CSF e IL-3, que tendrían el mismo efecto 

que el coctel mixto. A pesar de que se obtienen valores similares en la proliferación de 

HPCs y expansión de CFC en dichas condiciones, sería importante analizar si estas 

CFC tienen las mismas características biológicas y funcionales, dado que se forman 

en distintas condiciones de expansión. 

El incremento en la formación de células CD34+CD38-Lin- en presencia del 

coctel mixto, fue mayor en cultivos con MSCs de las tres fuentes en comparación con 

cultivos sin MSCs (día 14). Esto nos indica que las MSCs también producen 

moléculas que incrementan la expansión de las HPCs más primitivas (células 

CD34+CD38-Lin-) y que también actúan de manera sinérgica con las citocinas del 

coctel mixto, ó bien, que las citocinas de este coctel estimulan a las MSCs para 

producir factores que incrementan su capacidad de expandir HPCs primitivas.  

Es importante mencionar que no hay datos reportados de la capacidad de 

soporte hematopoyético de MSCs de SCU y PL en presencia de citocinas de acción 

tardía (citocinas del coctel mixto).  

1.2 Co-cultivos de MSCs de MO, SCU y PL con HPCs de SCU: en ausencia de 

contacto célula-célula 

Con el objetivo de analizar y comparar la capacidad de las MSCs de MO, SCU 

y PL para mantener la formación in vitro de HPCs, cuando se inhibe el contacto MSC-

HPC y saber la participación de los factores que secretan las MSCs en la proliferación 

y expansión de HPCs, se realizaron co-cultivos MSC-HPC inhibiendo su contacto 

mediante la presencia de una membrana de nitrocelulosa. Para tales experimentos se 

procesaron muestras de SCU y las CMNs obtenidas se enriquecieron en una 

población de HPCs con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin-. 
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 En ausencia de citocinas, las MSCs de las tres fuentes presentaron la misma 

capacidad de incrementar la proliferación de las HPCs, sin embargo, no tuvieron la 

capacidad de incrementar la formación de CFC de linaje mieloide y eritroide, pero sí 

de mantener su formación con MSCs de SCU y retardar su pérdida con MSCs de MO 

y PL a lo largo del cultivo. No se pudo determinar la presencia de células con 

inmunofenotipo CD34+CD38-Lin- ni la formación de LTC-IC, ya que el número de 

células obtenido a los diferentes días de cultivo no fue suficiente para realizar estos 

experimentos. Esto indica que al igual que las MSCs de MO, las provenientes de SCU 

y PL, producen factores solubles que incrementan la proliferación de las HPCs y el 

mantenimiento de las CFC de linajes mieloide y eritroide, sin embargo, no se 

comprobó en estos experimentos si las MSCs secretan factores solubles que 

favorezcan la expansión de HPCs primitivas.  

En presencia del coctel seminal, la capacidad de las MSCs de las tres fuentes 

para incrementar la proliferación de las HPCs y la expansión de CFC mieloides y 

eritroides (días 14 y 28) y células CD34+CD38-Lin- (día 28), fue mayor en 

comparación con cultivos en donde se encontraban únicamente uno de los dos 

componentes (MSCs ó citocinas), estos resultados son similares a los reportados por 

el grupo del Dr. Mayani y cols, con MSCs de MO (Flores-Guzman et al, 2009). En 

presencia de las MSCs de las tres fuentes se favoreció el incremento en el número de 

LTC-IC. Esto nos indica que al igual que las MSCs de MO, las provenientes de SCU y 

PL producen factores solubles que actúan de manera sinérgica con las citocinas del 

coctel seminal y que tales factores son importantes para la proliferación, la expansión 

de HPCs menos primitivas (CFC mieloides y eritroides) y la expansión de HPCs más 

primitivas (células CD34+CD38-Lin-), contrario a otros grupos, quienes han reportado 

que la expansión de HPCs se lleva a cabo únicamente en contacto con el estroma 

(Punzel et al, 2003). 

En cultivos con MSCs de las tres fuentes y en presencia del coctel mixto, el 

incremento en la proliferación de HPCs y expansión de CFC mieloides, CFC eritroides 

y células CD34+CD38-Lin-, fue similar al observado en cultivos sin MSCs. En el caso 

de las LTC-IC, únicamente en un experimento al día 28, las MSCs de MO  tuvieron la 

capacidad de incrementar su número. 
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Cabe mencionar que el incremento en la proliferación de las HPCs y la 

expansión de CFC y células CD34+CD38-Lin- en cultivos en presencia de MSCs de 

las tres fuentes y el coctel seminal, es similar al incremento obtenido sólo con el coctel 

mixto. Estos resultados nos podrían indicar nuevamente, que dentro de los factores 

que producen las MSCs en cultivos con el coctel seminal, pudieran encontrarse 

citocinas como GM-CSF, G-CSF e IL-3, debido a ello, su efecto podría ser similar al 

obtenido con el coctel mixto, no obstante, sería importante analizar si estas HPCs 

formadas por una u otra condición de cultivo, tienen las mismas características 

biológicas y funcionales, tal como la capacidad para reconstituir la hematopoyesis en 

modelos murinos en el caso de las células CD34+CD38-Lin-.  

Es importante mencionar que no hay datos reportados de la capacidad de 

soporte hematopoyético de MSCs de SCU y PL en ausencia de contacto MSC-HPC 

ya sea con o sin citocinas exógenas.  

1.3  Co-cultivos de MSCs de MO, SCU y PL con HPCs de SCU: comparación 

de co-cultivos en presencia y ausencia de contacto célula-célula 

Tanto en ausencia de citocinas como en presencia del coctel seminal (día14) y 

aunque sólo en algunos casos la diferencia fue significativa, se encontraron valores 

más altos en la proliferación de células hematopoyéticas, en cultivos de HPCs que 

estuvieron en contacto con las MSCs, en comparación con cultivos en ausencia del 

contacto MSC-HPC, mientras que con el coctel mixto, no se observaron diferencias en 

cultivos en ausencia o presencia del contacto celular. Estos resultados nos podrían 

indicar que el efecto de los factores solubles y de las moléculas de membrana 

producidas por las MSCs, para incrementar la proliferación de HPCs, se puede 

obtener con citocinas del coctel mixto, tal efecto ya había sido observado por otros 

grupos con MSCs de MO (Flores-Guzmán et al, 2009), sin embargo no se había 

reportado para MSCs de SCU y PL.  

En ausencia de citocinas, se favoreció el incremento en el número de CFC 

mieloides y eritroides en cultivos en presencia de contacto MSC-HPC en comparación 

a cultivos en su ausencia y la misma tendencia se observó en cultivos en presencia 

del coctel mixto al día 28.  
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En cultivos en presencia del coctel seminal (días 14 y 28) y el coctel mixto al día 

14, el incremento en la expansión de CFC mieloides y eritroides fue mayor en 

contacto que sin contacto, sin embargo, también observamos diferencias significativas 

entre los cultivos con y sin membrana, siendo menores los valores obtenidos en 

aquellos en donde la membrana estuvo presente, debido a ello los incrementos 

observados en los cultivos sin contacto MSC-HPC podrían verse afectados por la 

presencia de la misma, este efecto se podría deber al incremento en la densidad 

celular que se da al momento de disminuir el volumen por la presencia de la 

membrana en el pozo del cultivo, lo cual produce que las células hematopoyéticas 

estén más en contacto entre sí, esta situación podría influir en la disminución de su 

potencial para formar CFC, por lo que no podemos determinar si esta disminución en 

el número de progenitores se debe a la inhibición del contacto MSC-HPC, ó por el 

incremento en la densidad de las células hematopoyéticas.  

La mejor condición de cultivo para la expansión de CFC mieloides y eritroides, 

es en contacto con MSCs con el coctel seminal, ó, en presencia de únicamente el 

coctel mixto. Estos resultados nos indican que el efecto tanto de los factores solubles 

como las moléculas de membrana producidas por las MSCs para incrementar la 

expansión de CFC podría ser alcanzado con citocinas del coctel mixto, sin embargo, 

para determinar si los progenitores  obtenidos con ambas condiciones de cultivo son 

similares, es necesario analizar y comparar más características biológicas y 

funcionales de los mismos, tales como su potencialidad (es decir, si forman colonias o 

burst del linaje eritroide; ó colonias de granulocitos-monocitos o sólo uno de los dos 

linajes mieloides, en el caso de las CFC eritroides y CFC mieloides respectivamente), 

el largo de sus telómeros y el estado del ciclo celular.  

El incremento en la expansión de células CD34+CD38-Lin- fue significativo en 

contacto que sin contacto con MSCs, en presencia de los cocteles seminal y mixto al 

día 14. En cultivos con el coctel seminal al día 28, el incremento en la expansión 

células CD34+CD38-Lin-  fue significativo en contacto con MSCs en comparación con 

cultivos sin contacto, sin embargo, también observamos diferencias significativas 

entre los cultivos con y sin membrana, siendo menores los valores obtenidos en 

aquellos en donde la membrana estuvo presente, debido a ello los incrementos 
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observados en los cultivos sin contacto MSC-HPC podrían verse afectados por la 

presencia de la misma, tal como sucede con las HPCs menos primitivas, por lo que no 

podemos determinar si esta disminución en el número de células CD34+CD38-Lin-se 

debe a la inhibición del contacto MSC-HPC, ó por el incremento en la densidad de las 

células hematopoyéticas. 

El mayor incremento en la expansión de células CD34+CD38-Lin-, fue en 

cultivos en contacto con MSCs en presencia del coctel mixto. Sin embargo, para 

comparar a las células CD34+CD38-Lin- obtenidas de cultivos en contacto con MSCs 

ya sea en presencia del coctel seminal o del coctel mixto, es necesario analizar 

características como el largo de sus telómeros, el estado del ciclo celular y su 

funcionalidad in vivo en experimentos de repoblación hematopoyética en MO de 

modelos murinos. 

 Aunque no se encontraron diferencias significativas en la expansión de LTC-IC, 

los resultados obtenidos en cultivos con contacto y sin contacto MSC-HPC, son muy 

interesantes, ya que en cultivos con contacto célula-célula, el incremento fue mayor 

en presencia del coctel seminal al día 28, mientras que en cultivos en donde se inhibió 

el contacto, el mayor incremento fue con el coctel mixto y no necesariamente en 

presencia y/o contacto de MSCs, pero si en presencia de la membrana de 

nitrocelulosa al día 14. Estos resultados nos indican que el contacto de las HPCs con 

las MSCs en combinación con las citocinas del coctel seminal expande y mantienen 

más tiempo a las LTC-IC, mientras que sin contacto con MSCs y en presencia del 

coctel mixto las LTC-IC se expanden pero no mantiene su formación hasta el día 28.  

 Cabe mencionar que en los experimentos de LTC-IC de las células 

hematopoyéticas obtenidas en los cultivos con contacto MSC-HPC, se utilizó el medio 

de cultivo comercial Methocult de la compañía Stem Cells, mientras que en los 

experimentos sin contacto célula-célula, se utilizó un medio de cultivo con los mismos 

componentes que el anterior, pero preparado en el laboratorio con reactivos 

individuales, con el cual se encontró una mayor formación de LTC-IC en comparación 

con el medio comercial. Sin embargo, ya que las diferencias no fueron significativas, 

es necesario incrementar el número de experimentos usando el mismo medio de 
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cultivo para concluir respecto a este tema, así como comparar características 

biológicas de las LTC-IC obtenidas en las diferentes condiciones de cultivo (el largo 

de sus telómeros y el estado del ciclo celular) y su funcionalidad in vivo (experimentos 

de repoblación hematopoyética en MO de modelos murinos).  

         Hasta hace tiempo, se pensaba que el principal mecanismo de las MSCs para 

favorecer la hematopoyesis, era a través de la secreción de citocinas solubles (Horwitz 

et al, 2009), sin embargo, actualmente ha sido reportado por muchos grupos, que el 

contacto de MSCs de MO con HPCs es sumamente importante para la expansión de 

HPCs primitivas (Gottschling et al, 2007; Flores-Guzman et al, 2009; Wein et al, 2010, 

Schajnovitz et al, 2011), además se ha reportado que las MSCs de MO expresan a 

nivel de membrana moléculas importantes para la quiescencia, sobrevida, 

mantenimiento y homing de las HSCs y HPCs, tales como CXCL12, N-cadherina, 

angiopoyetina e integrinas-β1, además de producir moléculas de la MEC que 

interactúan con las células hematopoyéticas más primitivas y mantienen su quiescencia 

como colágeno, fibronectina, laminina, y proteoglicanos (Gottschling et al, 2007). 

Incluso, se ha reportado que in vitro, células hematopoyéticas que mantienen un 

inmunofenotipo mas inmaduro se encuentran por debajo de las MSCs de MO, mientras 

que las que están sobre ellas, son menos primitivas (Jing et al, 2010). 

 En este trabajo además de confirmar los resultados obtenidos por otros grupos 

en donde el contacto MSCs de MO y HPCs incrementa la proliferación y expansión de 

estas últimas, determinamos que las MSCs de SCU y PL tienen la misma capacidad 

que las de MO para incrementar la proliferación de HPCs y la expansión de 

progenitores mieloides y eritroides, así como de células CD34+CD38-Lin- y LTC-IC, 

mediante el contacto célula-célula.  

 También se determinó que las MSCs de SCU y PL, igual que las de MO, son 

capaces de producir factores solubles que favorecen la proliferación de HPCs y la 

expansión de CFC (esto en ausencia de citocinas, ya que en presencia de las mismas, 

no se pudo determinar si la disminución en la expansión de HPCs en cultivos sin 

contacto, se debía al incremento en la densidad celular hematopoyética por la 

presencia de la membrana). 
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Debido al bajo número de células que obtuvimos en los cultivos sin contacto 

MSC-HPC y sin citocinas, no pudimos determinar si los factores solubles producidos 

por las MSCs de las tres fuentes tienen la capacidad de expandir HPCs primitivas. No 

obstante, sí pudimos demostrar una mayor expansión de células CD34+CD38-Lin-en 

cultivos en presencia de contacto MSC-HPC en presencia de los cocteles seminal y 

mixto, en comparación con cultivos en donde se inhibió el contacto célula-célula, 

respecto a lo cual no hay datos reportados en literatura.   

A pesar de que hay estudios que reportan la producción de citocinas por parte 

de las MSCs de MO (Wagner et al, 2007a; Horwitz y Prather, 2009; Schajnovitz et al., 

2011) y en muy pocos, la producción de citocinas por parte de las MSCs de SCU y PL 

(Hwang et al, 2009), a diferencia de MSCs de MO, aún no hay información acerca de 

qué moléculas de membrana se expresen en las MSCs de SCU y PL que favorezcan la 

expansión de HPCs. Tampoco hay estudios en donde se explique cómo es que la 

capacidad de las MSCs para expandir HPCs primitivas, incrementa significativamente 

en cultivos en presencia de citocinas exógenas, en donde podría estar ocurriendo un 

efecto de sinergia entre los factores que producen las MSCs y las citocinas exógenas, 

ó que estas últimas estimulen a las MSCs y para producir mayor cantidad de factores 

que favorezcan la expansión de HPCs. 

 Cabe mencionar, que a pesar de las diferencias encontradas en la expresión de 

algunas moléculas relacionadas con el soporte hematopoyético entre las MSCs de 

MO, SCU y PL, no se observaron diferencias significativas en la capacidad de 

soportar la formación de HPCs entre las MSCs de las tres fuentes.  
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CONCLUSIONES 

Las MSCs provenientes de SCU y PL  tienen la misma capacidad de incrementar la 

proliferación y expansión de HPCs que las MSCs de MO. 

La expansión de HPCs es mayor en contacto con MSCs de las tres fuentes que sin 

contacto con ellas. 

Las MSCs provenientes de SCU y PL al igual que las de MO, pudieran ser utilizadas 

en trasplante de células hematopoyéticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

 

PERSPECTIVAS  

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos in vitro, las perspectivas 

de este trabajo son las siguientes: 

Determinar  las características biológicas y funcionales de las HPCs obtenidas de los 

cultivos con MSCs de las tres fuentes en presencia del coctel seminal y compararlas 

con las obtenidas con el coctel mixto.   

Analizar la capacidad de las MSCs de SCU y PL para producir  moléculas de matriz 

extracelular, moléculas de adhesión y citocinas relacionadas con la expansión de las 

HPCs. 

 Analizar la capacidad de las MSCs de SCU y PL para favorecer el injerto y la 

recuperación hematopoyética en trasplantes de células hematopoyéticas en modelos 

murinos. 
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