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RESUMEN 

 

Las células troncales mesenquimales, también denominadas células estromales mesenquimales 

(MSCs, del inglés Mesenchymal stem/stromal cells), tienen capacidad inmunosupresora y 

pueden interactuar con componentes celulares del sistema inmune innato y adquirido, 

ejerciendo así un profundo efecto sobre la respuesta inmune. En particular, las MSCs afectan 

la proliferación y diferenciación de los linfocitos T, principalmente a través de la producción 

de moléculas inmunosupresoras y la generación de linfocitos T reguladores (Treg). Diferentes 

estudios realizados con poblaciones de células mononucleares totales han evidenciado la 

participación de MSCs en la inmunosupresión de linfocitos T. Sin embargo, pocos estudios 

han analizado el efecto inmunosupresor de las MSCs sobre poblaciones aisladas de linfocitos 

T CD3
+
, lo que es importante debido a que poblaciones CD4

+
 y CD8

+
 son las principales 

células efectoras en enfermedades inmunológicas como la enfermedad de injerto contra el 

hospedero (GVHD, del inglés Graft Versus Host Disease). Así, la determinación del potencial 

de inmunosupresión de las MSCs sobre los linfocitos T, es importante en términos de terapia 

celular. 

Actualmente la  principal fuente de MSCs es la médula ósea (BM, del inglés Bone 

Marrow) y debido a las propiedades inmunosupresoras observadas en las BM-MSCs, se han 

empleado en protocolos de terapia celular para disminuir la GVHD. Sin embargo, la BM como 

fuente de MSCs presenta varias desventajas, es difícil conseguir donadores y el procedimiento 

de  obtención es invasivo, por ello es importante encontrar fuentes alternas de MSCs y 

determinar si tienen la misma capacidad inmunosupresora. Con el propósito de contribuir al 

conocimiento de las propiedades inmunosupresoras de las MSCs provenientes de sangre de 

cordón umbilical (UCB, del inglés Umbilical Cord Blood) y placenta (PL) sobre linfocitos T 
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CD3
+
, realizamos un estudio comparativo con BM-MSCs en términos de su capacidad para 

inhibir la proliferación, el efecto sobre marcadores de activación y la expresión de moléculas 

inmunosupresoras de membrana y secretadas. Además, analizamos su capacidad para generar 

poblaciones de linfocitos T con fenotipo de Treg.   

En resumen, nuestro estudio muestra que las PL-MSCs tienen menor capacidad 

inmunosupresora que las BM-MSCs y las UCB-MSCs. Así, en contraste con las PL-MSCs, 

tanto las BM-MSCs como las UCB-MSCs inducen una disminución significativa de la 

proliferación de linfocitos T CD4
+
 y CD8

+
, incrementan la secreción de IL-10 y PGE2 e 

inducen la diferenciación de linfocitos con fenotipo de Treg CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
.  De 

manera interesante, las BM-MSCs y las UCB-MSCs tienen propiedades inmunosupresoras 

similares y los resultados sugieren que las UCB-MSCs, más que las PL-MSCs podrían ser una 

fuente alterna apropiada de MSCs, para el tratamiento de diversos padecimientos relacionados 

con el sistema inmune, como la GVHD, rechazo de injerto o enfermedades autoinmunes. 
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ABSTRACT 

 

Bone marrow (BM) Mesenchymal Stem/Stromal Cells (MSCs) have immunosuppressive 

properties. MSCs can interact with both innate and adaptive immune cells and thus exert 

profound effects on immune responses. In particular, MSCs affect T cell proliferation and 

differentiation primarily through the production of immunosuppressive molecules and the 

generation of regulatory T cells. Several studies using peripheral blood mononuclear cells 

have demonstrated MSCs involvement in T cell immunosuppression.  However, few studies 

have been performed with enriched populations of CD3
+
 T cells. This is important because 

CD4
+
 and CD8

+
 T cells are the major effector cells in immunological diseases such as graft-

versus-host disease (GVHD). Thus, determination of the immunosuppressive potential of 

MSCs against T cells, it is very important for cell therapy. 

BM is the main source of MSCs and because of their immunosuppressive properties, 

BM-MSCs have been used in cell therapy protocols to reduce GVHD. However, BM as a 

source of MSCs presents some disadvantages, such as the difficulty in finding donors and 

invasiveness of the collection procedure. Because of this, it is important to obtain MSCs from 

other sources than BM and determine if they have the same immunosuppressive properties. In 

an attempt to contribute to our understanding of the immunosuppressive properties of MSCs 

from BM, UCB and PL against CD3
+
 T cells, we performed a comparative study of MSCs 

from three sources with regard to their potential for the inhibition of proliferation, effects on 

activation markers, and expression of immunosuppressive membrane and secreted molecules. 

We also assessed the capacity of MSCs to generate T-cell subsets displaying a regulatory 

phenotype in co-cultures. 
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In summary, our study shows that PL-MSCs possess less immunosuppressive potential 

than do BM-MSCs and UCB-MSCs, however for the three sources, T cell contact is essential 

for immunosuppression process. Unlike PL-MSCs, BM-MSCs and UCB-MSCs reduce CD4
+
 

and CD8
+
 T cell proliferation, increase IL-10 and PGE2 expression and favored the generation 

of T-cell subsets displaying a regulatory phenotype CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
. Interestingly BM-

MSCs and UCB-MSCs have similar immunosuppressive properties and the results suggest 

that UCB-MSCs, rather than PL-MSCs, would be a better alternative to BM-MSCs in cell 

therapy protocols for the treatment of immunological diseases such as GVHD. 
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INTRODUCCIÓN 

Células Troncales 

 

Las células troncales, se definen con base en sus características funcionales. Son células no 

diferenciadas, con capacidad de autorrenovación, es decir, de producir células idénticas a la 

inicial (lo cual permite el mantenimiento de la población de células troncales) y capacidad 

para generar al menos un tipo celular diferenciado con funciones específicas en el cuerpo 

(Weissman 2000). Durante el desarrollo de los mamíferos, se generan diferentes tipos de 

células troncales y cada una de ellas posee determinado potencial de diferenciación; con base 

en esta capacidad se han clasificado en: totipotentes, pluripotentes y multipotentes (Thomson 

et al., 1998; Lemoli et al., 2005) (Fig. 1).  

Las células troncales totipotentes, se originan desde la formación del huevo o cigoto y 

están presentes hasta el estadio de mórula, en la cual las ocho células que conforman esta 

estructura son de esta naturaleza. Estas células troncales tienen la capacidad de formar todos 

los tipos celulares de un organismo, así como las estructuras extraembrionarias (Rossant 2001; 

Herzog et al., 2003). Continuando con el desarrollo embrionario, en el estadio de blastocisto, 

las células de la masa interior de la blástula son capaces de formar todos los tipos celulares de 

un organismo adulto, estas células  se denominan como células troncales pluripotentes o 

células troncales embrionarias (Thomson et al., 1998). Otras células que tienen esta propiedad 

son las células germinales primordiales obtenidas de  la cresta gonadal. Las tres capas 

germinales que se integran durante el desarrollo embrionario se generan a partir de las células 

trocales pluripotenciales: ectodermo (que origina piel y linajes neurales), mesodermo (que da 

origen a la sangre, músculo,  cartílago, tejido óseo y adiposo) y endodermo  (que origina 

tejidos del tracto respiratorio y digestivo) (Thomson et al., 1998). Finalmente en la etapa 
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adulta, existen células troncales en la mayoría de los tejidos, que se denominan células 

troncales multipotentes y son capaces de formar todos los tipos celulares diferenciados del 

tejido al cual pertenecen, si el tejido del cual provienen está conformado por un solo tipo 

celular, entonces se denominan unipotentes (Rossant 2001). De manera general, las células 

troncales de adulto tienen capacidad de autorrenovación y diferenciación limitadas; aunque, 

recientemente, se ha mostrado que también son capaces de generar tipos celulares con 

características de otros tejidos, lo cual plantea el concepto de plasticidad en este tipo de células 

(Herzog et al., 2003).  Un ejemplo de células troncales multipotentes son las que se localizan 

en la médula ósea: las células troncales hematopoyéticas (HSC por sus siglas en inglés) y las 

células troncales mesenquimales, también denominadas células estromales mesenquimales 

(MSCs, del inglés Mesenchymal Stem/Stromal Cells) (Herzog et al., 2003; Salem y 

Thiemermann, 2010). 

 

Células Troncales Mesenquimales 

 

Las MSCs son células troncales adultas, que originalmente se aislaron de la BM (Friedenstein 

et al., 1974). Las BM-MSCs tienen la capacidad de originar algunas células del estroma de la 

BM como adipocitos, reticulares y osteoblastos, que en conjunto con otras células mantienen 

la hematopoyesis (Pittenger et al., 1999; Bianco et al., 2008).  Las  MSCs  proliferan in vitro 

como células adherentes y son capaces de desarrollar unidades formadoras de colonias, con 

alta capacidad de autorrenovación y proliferación (Friedenstein et al., 1974; Pittenger et al., 

1999). Debido a que,  hasta el momento, no se ha definido un marcador para las MSCs, la 

Sociedad Internacional de Terapia Celular ha establecido que estas poblaciones celulares 

obtenidas in vitro, deben cumplir ciertas características  para que puedan ser consideradas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salem%20HK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thiemermann%20C%22%5BAuthor%5D
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como MSCs. Es necesario que sean positivas para los marcadores CD105, CD73, CD90, 

además de expresar bajo niveles de HLA-I y ser negativas para HLA-II, CD11b, CD14, CD34, 

CD45 y CD31; aunado a lo anterior, deben tener capacidad de diferenciación a diferentes 

linajes mesenquimales entre ellos hueso, cartílago y tejido adiposo (Pittenger et al., 1999; 

Dominici et al., 2006). 

CIGOTO

Células troncales 

totipotentes

MÓRULA

BLASTOCISTO

Células troncales 

pluripotentes

Células troncales multipotentes

Célula troncal 

neuronal

Célula troncal 

mesenquimal

Célula troncal 

hematopoyética

 

Figura 1. Origen de las células troncales. Las células troncales totipotentes,  se originan con la 

formación del cigoto y están presentes hasta el estadio de mórula. Las células troncales pluripotentes o 

células troncales embrionarias se localizan en la masa interior de la blástula. Finalmente las células 

troncales multipotentes son aquellas que se localizan en los tejidos de un adulto  (Modificado de Watt 

y Driskell, 2009). 

  



4 

 

Las MSCs cultivadas in vitro poseen cuatro propiedades biológicas que las hacen 

candidatos ideales para emplearlas en terapia celular: a) amplio potencial de diferenciación 

(plasticidad), b) secretan factores tróficos que favorecen la remodelación de tejidos, c) baja 

inmunogenicidad y d) tienen propiedades inmunosupresoras. Debido a estas características son 

numerosos los padecimientos en los que las MSCs son potencialmente aplicables (Montesinos 

y Castro, 2011) (Fig. 2). 

Se ha demostrado que las MSCs además de tener la capacidad de generar diferentes 

linajes del mesodermo (adipocitos, condrocitos, osteocitos, fibroblastos y miocitos) (Pittenger 

et al., 1999); también tienen la capacidad de generar linajes celulares pertenecientes a las otras 

capas germinales: ectodermo (neuronas) (Kopen et al., 1999) y endodermo (hepatocitos y 

células pancreáticas) (Snikers et al., 2009; Prabakar et al., 2012).  Originalmente, debido a su 

potencial de diferenciación las MSCs-BM comenzaron a emplearse para el tratamiento de la 

osteogénesis imperfecta y en el daño al miocardio (Phinney y Prockop  2007). Se consideró 

que el beneficio observado en estos protocolos de terapia celular, se debió principalmente a la 

capacidad de diferenciación osteogénica y miogénica de las MSCs. Sin embargo, actualmente 

numerosos reportes indican que aunado al potencial de diferenciación, el mayor beneficio es 

inducido por la secreción de factores tróficos y capacidad inmunosupresora (Phinney y 

Prockop  2007; Prockop y Oh, 2012; Ma et al., 2014). 

Diversos estudios han demostrado las propiedades inmunosupresoras de las MSCs, las 

cuales son capaces de interactuar con células del sistema inmune innato: (células asesinas 

naturales, -NK- del inglés Natural Killer) y adaptativo (células dendríticas, linfocitos B y 

linfocitos T), ejerciendo un profundo efecto en la respuesta inmune. Este efecto 

inmunosupresor de las MSCs, puede darse a través de contacto celular y/o mediante la 

secreción de diversos factores (Meisel et al., 2004; Aggarwal y Pittenger 2005; Jiang et al., 
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2005; Krampera et al., 2006; Ryan et al., 2007). Debido a estas características las MSCs son 

potencialmente aplicables en enfermedades en las cuales se involucre el sistema inmune, como 

padecimientos autoinmunes y la GVHD (Ghannam et al., 2010) 

 

 

Células 

pancreáticasNeuronas

AMPLIO POTENCIAL DE DIFERENCIACIÓN

SECRECIÓN DE FACTORES TRÓFICOS

BAJA INMUNOGENICIDAD  

PROPIEDADES INMUNOSUPRESORAS

Regeneración 

de cartílago

Tratamiento de 

enfermedades 

neurodegenerativas

Tratamiento  de 

diabetes tipo I

Osteocito Cardiomiocitos

Regeneración 

de hueso

Regeneración 

cardiaca
Trasplante de HSC y 

tratamiento de la 

GVHD

Condrocito

FuturaActual

Expansión  in vitro de MSCs

secreción de factores 

tróficos y capacidad 

inmunosupresora

 

 

 

Figura 2. Aplicación actual y futura de las MSCs en terapia celular. Debido a las cuatro 

propiedades señaladas en la figura, las MSCs actualmente se aplican como tratamiento en trastornos de 

hueso, corazón y en la enfermedad injerto contra hospedero (GVHD). Así como, en el mejoramiento 

del trasplante de HSC. En el futuro podrían ser empleadas en otros padecimientos (Modificado de 

Montesinos y Castro, 2011). 
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Propiedades inmunosupresoras de las MSCs 

 

Las BM-MSCs ya se han empleado en ensayos clínicos para la prevención y tratamiento de la 

GVHD (Ringdé et al., 2006; Sundin  et al., 2007; Battiwalla y Hematti, 2009; Toubai et al., 

2009; Salem et al., 2010). Sin embargo, aún no se conocen con exactitud los mecanismos 

empleados por estas células para inducir inmunosupresión, por ello, es necesario realizar más 

estudios encaminados a contribuir al conocimiento biológico de las MSCs. A continuación se 

revisará el efecto de las MSCs sobre algunas células del sistema inmune.  

 

Células NK 

 

Los linfocitos NK son células importantes para la inmunidad innata, participando en la defensa 

del cuerpo contra infecciones y cáncer. Estas células ejercen su función efectora por la 

secreción de citocinas como IFN, TNFβ, IL-10 y GM-CSF; además presentan actividad 

citotóxica espontánea y dependiente de anticuerpos. La función de las células NK es regulada 

por un balance en la transmisión de señales por receptores activadores e inhibidores que 

interactúan con moléculas específicas de HLA en las células blanco (Sotiropoulou et al., 

2006). 

  Se ha demostrado que las  MSCs afectan el fenotipo, proliferación, potencial citotóxico 

y secreción de citocinas de las células NK. Es de notarse que estas células al ser activadas con 

IL-2 son capaces de secretar IFN. Sin embargo, cuando su activación se realiza en presencia 

de MSCs,  la secreción de esta citocina disminuye significativamente (Aggarwal y Pittenger, 

2005). Además, se ha observado una disminución en la proliferación y actividad lítica de 
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células NK, activadas con IL-2 en presencia de MSCs (Spaggiari et al., 2006)  y aloantígenos 

(Kramprera et al., 2006).  La IL-15 es otra citocina que promueve la proliferación, sobrevida y 

función efectora de las células NK, pero las MSCs, a través de la secreción de factores,  son 

capaces de inhibir la proliferación inducida por la IL-15. Por otro lado, se ha observado que es 

necesario el contacto celular entre las MSCs y las células NK, para inhibir su  citotoxicidad en 

líneas de células tumorales (Sotiropoulou et al. 2006). 

 

Células dendríticas 

 

Las células dendríticas son las verdaderas células presentadoras de antígenos del cuerpo. 

Derivan de células CD34
+
 de la BM  e in vitro se pueden generar a partir de monocitos 

estimulados con GM-CSF e IL-4.  La principal función de estas células es el procesamiento y 

presentación de antígenos a los linfocitos T vírgenes y de memoria. También son capaces de 

interactuar con otros componentes del sistema inmune como linfocitos B y células NK. Una 

CD debe madurar para ser capaz de iniciar una respuesta inmune y durante este proceso, las 

CD aumentan la expresión de HLA-II y moléculas co-estimuladoras como CD80 y CD86. Por 

otro lado, se ha demostrado que una célula dendrítica inmadura además de no activar a los 

linfocitos T, es capaz de inducir tolerancia. Lo cual se caracteriza, por la incapacidad de  los 

linfocitos T de responder al antígeno, aun cuando sea presentado por otra CD madura (Blanco 

et al., 2008). 

Aggarwal y Pittenger (2005), observaron que las MSCs son capaces de inhibir la 

secreción de TNFα  por CD activadas con LPS, inhibiendo además su maduración, migración 

a ganglios linfáticos y su capacidad para estimular a los linfocitos T aloreactivos (Zhang, et 

al., 2009).  
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Asimismo, se ha observado que las CD inmaduras tratadas con GM-CSF, IL-4 y LPS 

en presencia de MSCs, expresan menor cantidad del marcador de maduración CD83, aunque 

la presentación de antígenos y la expresión de moléculas co-estimuladoras no se altera, 

sugiriendo que las MSCs pueden mantener el estado inmaduro de las CD. Por otra parte, el co-

cultivo  de MSCs y CD maduras disminuye la expresión de HLA-DR, CD1a, CD80 y CD86, 

en estas últimas, indicando que las MSCs pueden inducir a las CD maduras hacía un estado 

inmaduro, con menor capacidad para estimular a los linfocitos T (Jiang et al., 2005).  Además, 

las MSCs también inhiben la secreción de IL-12 por parte de las CD. Se sabe que una 

producción insuficiente de esta citocina por las CD está relacionada con inducción de anergía 

y tolerancia de los linfocitos T (Jiang et al., 2005; Beyth et al., 2005).  

 

Linfocitos B  

 

Los linfocitos B están involucrados en la respuesta inmune adaptativa, son las células 

responsables de la inmunidad humoral y están  especializadas en la producción de anticuerpos. 

Son pocos los estudios que analizan el efecto de las MSCs sobre los linfocitos B, sin embargo, 

se ha demostrado que las MSCs disminuyen la proliferación de estas células por detención del 

ciclo celular en la fase G0/G1 y no por inducción de apoptosis. Además, también son capaces 

de afectar su diferenciación ya que la producción de IgM, IgG e IgA disminuye (Corcione et 

al., 2006; Tabera et al., 2008). 
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Linfocitos T 

 

Cuando un linfocito T es activado, prolifera y se diferencia para llevar a cabo su función 

efectora.  Así, se ha demostrado que las MSCs son capaces de modular cada una de estas fases 

y de influir en la capacidad de respuesta inmune de estas células. A continuación se describen 

las etapas en las cuales los linfocitos T son regulados hacia la inmunosupresión por las MSCs, 

aunque desde el punto de vista biológico se sabe que no hay límites claros entre la activación, 

proliferación, diferenciación y función efectora (Fig. 3). 

Treg

Th2

Linfocito T

Activación Proliferación

Diferenciación y 

función efectora

Th1

Th17

MSCs
 

 

 

Figura 3.  Efecto inmunosupresor de las MSCs. Las MSCs son capaces de modular la activación, 

proliferación, diferenciación y función efectora de los linfocitos T (modificado de Abbas y Lichtman, 

2006). 
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Activación 

Durante su activación, los linfocitos T expresa moléculas propias de esta etapa; entre ellas 

encontramos a CD25, CD69, CD38, CTLA-4 y HLA-DR, además secreta citocinas como 

IFN, TNFα, IL-2, IL-12 etc. Actualmente, existen resultados contradictorios acerca del efecto 

de las MSCs sobre la activación de los LT,  algunos estudios han mostrado que las BM-MSCs 

previenen la expresión de marcadores tempranos de activación como CD25 and CD69 en 

células T estimuladas con fitohemaglutinina (PHA, del inglés phytohemagglutinin) (Le Blanc 

et al., 2004; Groh et al., 2005). Otros han observado que las BM-MSCs no tienen efecto sobre 

la expresión de estas moléculas (Krampera et al., 2006; Ramasamy et al., 2008). Al parecer 

estos resultados contradictorios posiblemente se deben a diferencias en las poblaciones de 

linfocitos T empleadas. Groh y col (2005) observaron  que la activación de  células 

mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés peripheral blood mononuclear cells) 

con  PHA en presencia de BM-MSCs resulta en  disminución del porcentaje de células CD4
+
 o 

CD8
+
 que expresan CD25, CD38 y CD69. Empleando el mismo modelo, otros autores 

también encontraron disminución en el porcentaje de células CD3
+
/CD25

+
 y CD3

+
/CD38

+
 (Le 

Blanc et al., 2004).  De manera contraria, la activación de PBMC con anticuerpos en presencia 

de BM-MSCs, no modifica la expresión de  CD25 y CD69 en las poblaciones  CD4
+
 y CD8

+
 

(Ramasamy et al., 2008). Asimismo, en estudios con poblaciones enriquecidas en LT CD4
+
 y 

CD8
+
 activadas con aloantígenos no se observan cambios en la expresión de CD25, CD69 y 

CTLA-4 (Krampera et al., 2006). Sin embargo, un estudio reciente empleando poblaciones 

enriquecidas de linfocitos T CD3
+
 activados con  anti-CD2/CD3/CD28 en presencia de BM-

MSC, demostró un  incremento en la expresión de CD69
+
  en las poblaciones de linfocitos T 

CD4
+
 y CD8

+ 
(Araujo et al., 2012). Los resultados contradictorios obtenidos hasta el 
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momento, pueden deberse principalmente a las diferentes poblaciones de linfocitos T 

empleadas y la forma de activarlas.  

 El efecto de las MSCs sobre la secreción de citocinas expresadas por los linfocitos T 

activados, también ha arrojado resultados contradictorios. Algunos estudios han demostrado 

que la presencia de MSCs no afecta (Sheng et al., 2008; Chiesa et al., 2011) o disminuye la 

secreción de IFN por los linfocitos T activados (Aggarwal y Pittenger, 2005;  Ramasamy et 

al., 2008). Pero otros han observado, que el efecto de las MSCs sobre la secreción de IFN 

depende de la fuente de linfocitos T empleada (Kronsteiner et al., 2011). En este estudio los 

autores demuestran que la activación de linfocitos T CD3
+
 con anti-CD3/CD28 en presencia 

de MSC de tejido adiposo, resulta en incremento de IFN, mientras que este efecto no se 

observa cuando se activan PBMC con el mismo estímulo. 

 

Proliferación 

Diversos estudios han demostrado que las MSCs son capaces de disminuir la proliferación de  

linfocitos T activados con aloantígenos, mitógenos (PHA) o a través de la estimulación directa 

del TCR con anti-CD3/CD28.  

Los primeros estudios que analizaron el efecto de las BM-MSCs en la proliferación de 

linfocitos T, emplearon MSCs irradiadas y co-cultivadas con PBMC estimuladas con 

aloantígenos, observándose que las MSCs son capaces de inhibir la proliferación de manera 

dosis dependiente (Le Blanc, 2003; Rasmusson et al., 2003; Meisel et al., 2004; Le Blanc et 

al., 2004; Krampera et al., 2006; Ryan et al., 2007). Posteriormente se demostró que las 

MSCs, además de inhibir la proliferación inducida por aloantígenos, son capaces de inhibir la 

proliferación inducida por activadores policlonales  como PHA (Bacigalupo et al., 2005; 
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Aggarwal y Pittenger, 2005; Beyth et al., 2005) o anti-CD3/CD28 (Ramasamy R, et al., 2008; 

Kronsteiner et al., 2011, Castro-Manrreza et al., 2014). El efecto inmunosupresor de las MSCs 

se ha analizado sobre poblaciones totales de PBMC y sobre poblaciones enriquecidas en LT 

CD3
+
, CD4

+
 o CD8

+
, en todos los casos se ha demostrado que las MSCs son capaces de 

disminuir la proliferación de estas poblaciones. Se ha observado que la inmunosupresión es 

independiente de la inducción de apoptosis (Sotiropoulou et al., 2006; Krampera et al., 2006) y 

que se lleva a cabo a través de mecanismos independientes y dependientes del contacto 

celular. Entre los factores secretados por las MSCs se han identificado TGFβ, HGF, IDO, 

PGE2, IL-10 y HLA-G5 (Meisel et al., 2004; Ryan et al., 2007; Selmani et al., 2008). Mientras 

que en los mecanismos dependientes del contacto célula-célula, se ha involucrado a PD-L1 y 

HLA-G1 (Sheng et al., 2008; Selmani et al., 2008; Giuliani et al., 2011). Actualmente, hay 

controversia con relación a si es indispensable el contacto directo entre las MSCs y los 

linfocitos T para la inhibición de la proliferación de estos últimos. Algunos autores sugieren 

que las MSCs ejercen su mecanismo inmunosupresor independientemente del contacto célula-

célula (Di Nicola et al., 2002; Rasmusson et al., 2005; Krampera et al., 2006), mientras que 

otros indican que es indispensable el contacto celular para que se lleve a cabo la 

inmunosupresión de forma eficiente (Augello et al., 2005; Xu et al., 2007;  Selmani et al., 

2008; Sheng et al., 2008; Giuliani et al., 2011). Sin embargo, parece ser que los mecanismos 

empleados por las MSC en la inmunsoupresión dependen de las poblaciones celulares 

involucradas, el modo de activación, la fuente de MSCs y la presencia o ausencia de contacto 

célula-célula (Rasmusson et al., 2005; Kronsteiner et al., 2001).   

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Beyth%20S%22%5BAuthor%5D
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Diferenciación y función efectora. 

Dependiendo del microambiente en el que se encuentren, cuando los  linfocitos T 

cooperadores CD4
+
 (Th0) son activados por la presencia de patógenos o señales de daño, 

pueden diferenciarse hacia diferentes poblaciones: Th1, Th2, Th17 o T reguladoras (Treg); 

cada población se caracteriza por la secreción de determinadas citocinas y su función es 

esencial para la eliminación de patógenos en el organismo, resolución de la inflamación y 

mantenimiento de la homeostasis inmunológica. Diversos estudios sugieren que las MSCs son 

capaces de modular la diferenciación, función y balance de estas subpoblaciones, induciendo 

el desarrollo de una respuesta inmune anti-inflamatoria. Así, la activación de linfocitos 

CD45RA
+
 en condiciones inductoras Th1 o Th2  en presencia de MSCs,  resulta en inhibición 

de la secreción de IFN por parte de las células tipo Th1, e incremento en la secreción de IL-4 

por las células tipo Th2 (Aggarwal y Pittenger, 2005).  Además, las MSCs inhiben la 

diferenciación de linfocitos Th17 a partir de células CD4
+
 vírgenes y la producción de 

citocinas proinflamatorias como: IL-17, IL-22, IFN y TNFα. Por otro lado, se promueve la 

secreción de IL-10 y la expresión del factor de transcripción Foxp3, lo cual sugiere la 

diferenciación de poblaciones de linfocitos T reg  (Ghannam et al., 2010). Asimismo, se ha 

demostrado que la presencia de MSCs durante el proceso de diferenciación de poblaciones 

Th1 y Th17, favorece la diferenciación de poblaciones T reguladoras CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
. Sin 

embargo, este efecto no se observa cuando las MSCs son agregadas en cultivos de poblaciones 

maduras Th1 o Th17 (Crawford et al., 2013). En conjunto estos resultados indican que las 

MSCs son capaces de afectar la diferenciación y función de subpoblaciones inflamatorias de 

linfocitos T, en las cuales afecta su capacidad de producir citocinas proinflamatorias y además 

induce un fenotipo de Treg. 
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Algunos estudios han demostrado la diferenciación de linfocitos T con fenotipo de 

Treg en presencia de MSCs. Maccario y cols,  observan que las MSCs alogénicas favorecen la 

diferenciación de sub-poblaciones  de linfocitos T CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
 (Maccario et al., 

2005). Asimismo, se ha visto que la activación de PBMC con IL-2 en presencia de MSCs 

incrementa el porcentaje de LT CD4
+
CD25

+
 (Aggarwal y Pittenger, 2005). Por otra parte, el 

co-cultivo de PBMC con MSCs genera una población de linfocitos T CD4
+
Foxp3

+
 con 

capacidad inmunosupresora, capaz de inhibir la proliferación de linfocitos T inducida por 

aloantígenos  o por activadores policlonales (Prevosto et al., 2007; English et al., 2009).   

 

Factores solubles  involucrados en la inmunosupresión inducida por las MSCs. 

 

TGF β1 y HGF 

Las primeras moléculas involucradas en la inmunosupresión mediada por las MSCs sobre 

linfocitos T activados con aloantígenos, fueron el factor de crecimiento transformante  β1 

(TGFβ1, del inglés Transforming Growth Factor beta1) y el factor de crecimiento de los 

hepatocitos (HGF, del inglés Hepatocyte Growth Factor), se demostró que  ambas citocinas, 

por si mismas, son capaces de disminuir la proliferación de linfocitos T inducida por 

aloantígenos, además su bloqueo con anticuerpos, restablece parcialmente la proliferación de 

los linfocitos T (Di Nicola et al., 2002; Groh M et al., 2005). Las MSCs producen estas 

moléculas de forma constitutiva (Ryan et al., 2007) y al parecer actúan de forma sinérgica. 

Además, TGFβ1 está involucrada en la generación de Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 por las MSCs 

(English et al., 2009).  Estos resultados sugieren que estas citocinas participan en la supresión 

de la proliferación mediada por las MSCs en un cultivo mixto de linfocitos (CML), pero es de 

notar que existen otros mecanismos involucrados.   
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Indolamino-2,3-dioxigenasa 

La indolamino-2,3-dioxigenasa (IDO) es una enzima involucrada en el catabolismo del 

aminoácido triptófano, se encarga de catalizar la conversión de triptófano a quinurenina y se 

ha propuesto que la inhibición de la proliferación de los linfocitos T puede deberse al 

agotamiento de este aminoácido esencial o a través de la acumulación del metabolito 

quinurenina en el medio. Existen evidencias experimentales que apoyan ambas hipótesis. Se 

ha demostrado que la adición de triptófano exógeno es capaz de restablecer la proliferación de 

linfocitos T inducida por aloantígenos en presencia de MSCs (Meisel et al., 2004).  Asimismo, 

la adición del metabolito quinurenina a un CML en ausencia de MSCs, por si mismo es capaz 

de inhibir la proliferación, aunque en forma menos evidente que la ejercida por las MSCs 

(Ryan et al., 2007). Aunado a lo anterior, el uso de inhibidores competitivos de IDO reduce el 

efecto inmunosupresor ejercido por las MSCs  sobre linfocitos T CD4
+ 

activados con 

aloantígenos (Krampera et al., 2006). Sin embargo, la proliferación no se re-establece a los 

niveles observados en un CML sin MSCs, lo cual sugiere la existencia de otros mecanismos 

(Meisel et al., 2004). 

 

Prostaglandina E2 (PGE2) 

Otra molécula involucrada en la capacidad de inmunosupresión de las MSCs es la 

Prostaglandina 2 (PGE2). Este mediador lipídico se deriva de la conversión del ácido 

araquidónico a prostaglandina por acción de las enzimas COX1 y COX2 (Ryan et al., 2007). 

Estas enzimas y la PGE2 son expresadas constitutivamente por las MSCs y su expresión se 

incrementa en un ambiente inflamatorio (Aggarwal y Pittenger, 2005; Ryan et al., 2007). Se ha 

demostrado que la PGE2 disminuye la proliferación, estimula la secreción de IL-4 e IL-10 y 

promueve la diferenciación de Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 (Kalinski, 2012). Diversos estudios 
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demuestran que la PGE2 es una molécula efectora de la capacidad inmunosupresora de las 

MSCs, ya que al bloquear su síntesis con indometacina o NS-398, incrementa la proliferación 

de los linfocitos T, aunque no se reestablece por completo (Rasmusson et al., 2005; Aggarwal 

and Pittenger, 2005, Ryan et al., 2007;  Avanzani et al., 2009).  

 

IL-10 

La IL-10 también está involucrada en la inmunosupresión inducida por las BM-MSCs. Se ha 

demostrado que estas células constitutivamente expresan el RNAm y la proteína de la IL-10 

(Ryan et al., 2007). Además, en  co-cultivo con  linfocitos T activados en presencia de MSCs 

adultas o fetales, se incrementan la concentración de esta citocina en los sobrenadantes (Groh 

et al., 2005; Ryan et al., 2007; Avanzani et al., 2009; Giulianio et al., 2011). Al parecer  el 

contacto celular entre las BM-MSCs y los linfocitos T es importante para que se de este evento 

(Auguello et al., 2005; Prevosto et al., 2007, Selmani et al., 2008). Mediante el uso de 

anticuerpos, se ha observado que esta citocina participa en la inmunosupresión mediada por 

las BM-MSC, además de estar involucrada en la generación de Treg (Groh et al., 2005; Ryan 

et al., 2007).  Además,  la IL-10 es capaz de estimular la expresión y secreción de HLA-G5, 

otra molécula involucrada en la inmunosupresión por las MSCs (Selmani et al., 2008). 

 

HLA-G5 

Las moléculas HLA-G son moléculas de HLA no clásicas caracterizadas por un limitado 

polimorfismo alélico y patrón de expresión restringido a ciertos tejidos. Existen isoformas 

unidas a la membrana (HLA-G1,-G2,-G3 y G4) y formas solubles (HLA-G5,-G6 y G7). Se ha 

demostrado que las BM-MSCs expresan la isoforma unida a membrana HLA-G1 y la isoforma 

soluble HLA-G5 y que la expresión de estas moléculas es favorecida por la IL-10. A su vez 
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HLA-G5, mediante un mecanismo de retroalimentación positiva, estimula la secreción de IL-

10. El uso de anticuerpos contra ambas moléculas prácticamente restablece la proliferación de 

PBMC activadas con aloantígenos en presencia de MSCs. Al parecer es necesario el contacto 

directo entre las MSCs y los linfocitos T para que se presente esta retroalimentación positiva 

entre la IL-10 y HLA-G5, y pueda generarse un ambiente inmunosupresor, que se exacerba 

por la generación de Treg CD4
+
CD25

+
 Foxp3

+ 
inducida por ambas moléculas (Selmani et al., 

2008).  

 

Moléculas de membrana involucradas en la inmunosupresión de la MSCs 

 

Se ha reportado la participación de la vía PD-1/PD-L1, HLA-G1 y algunas moléculas de 

adhesión, en la inmunosupresión mediada por las MSCs. PD-L1 (B7-H1; CD274) y su 

receptor (PD-1/CD279) constituyen  una vía de co-inhibición en los linfocitos T. Esta vía 

participa en el desarrollo de la tolerancia y la terminación de la respuesta inmune para evitar el 

daño en los tejidos. La vía PD-1/PD-L1 ejerce una función inhibitoria crítica cuando hay 

estimulación persistente del antígeno, como ocurre durante el encuentro con antígenos 

propios, una infección viral crónica o en los tumores. Esta vía previene la autoinmunidad y 

contribuye directamente al microambiente inmunosupresor presente en el tumor, todo ello 

mediante la regulación de los linfocitos T (Loise et al., 2010). Mediante el uso de anticuerpos 

se  ha demostrado la participación de PD-L1 en la inmunosupresión mediada por las MSCs 

(Augello et al., 2005; Chang et al., 2006; Mourez et al., 2007; Sheng et al., 2008; Tipnis et al., 

2010).  
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Asimismo, se ha sugerido la importancia de HLA-G1 en la inmunosupresión de las 

MSCs. Giulianio y cols, empleando linfocitos T activados con anti-CD3/CD28,  en presencia o 

ausencia de MSCs, demuestran que la disminución en la proliferación de los linfocitos T es 

mediada principalmente a través del contacto celular y reportan incremento en la expresión de 

HLA-G1 en las MSCs en co-cultivo. Además, el uso de anticuerpos contra esta molécula 

prácticamente re-establece la proliferación de los linfocitos T (Giulianio et al., 2011). 

Algunos estudios han demostrado la importancia del contacto célula-célula en la 

inmunosupresión de las MSCs. La participación de las moléculas de adhesión ICAM-I and 

VCAM-I expresadas en las MSCs durante la inmunosupresión se ha puesto en evidencia 

mediante el uso de anticuerpos. Al bloquear estas moléculas en un modelo de ratón, se observa 

que se restablece parte de la proliferación de los esplenocitos activados con anti-CD3 (Ren et 

al., 2010).  Aunado a lo anterior, la expresión de estas moléculas se incrementa en MSCs 

expuestas a IFN. En conjunto estos datos sugieren que bajo condiciones infamatorias las 

MSCs son capaces de incrementar su capacidad de reclutar poblaciones de linfocitos T 

inflamatorias y modular su función hacia un fenotipo regulador, cómo se ha demostrado para 

la población Th17 (Ghannam et al., 2010). 

 

Regulación de las propiedades inmunosupresoras de las MSCs  

 

Se ha demostrado que las MSCs deben ser “activadas” para que lleven a cabo la 

inmunosupresión de forma eficiente.  Diversas evidencias indican, que dicha “activación” 

requiere de la presencia de citocinas pro-inflamatorias derivadas de linfocitos T, macrófagos y 

células NK, lo cual indica que se establecen mecanismos de regulación bidireccionales entre 
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las MSCs y las células inmunes. En este proceso es necesaria la participación de citocinas 

como IFN, solo o en combinación con TNFα, IL-1α o IL-1β (Ghannam S, et al., 2010) (Fig. 

4). 

La importancia de un ambiente inflamatorio en la capacidad inmunosupresora de las 

MSCs, se ha evidenciado tanto en estudios in vitro como in vivo. En los primeros se ha 

observado que la exposición de las MSCs a IFN induce la expresión de IDO (Meisel R et al., 

2004; Ryan et al., 2007) y PD-L1 (Augello et al., 2005),  e incrementa la secreción de PGE2 

(Aggarwald y Pittenger, 2005; Avanzani et al., 2009). Estas moléculas participan en la 

inmunosupresión mediada por las MSCs. Asimismo, el co-cultivo de MSCs y células NK 

activadas con IL-15, induce las propiedades inmunosupresoras de las MSCs, ya que el medio 

condicionado obtenido de estos co-cultivos es capaz de inhibir la proliferación de las células 

NK (Sotiropoulou et al., 2006). Por otra parte, se ha demostrado que las células NK son 

capaces de producir IFN cuando interaccionan con MSCs (autólogas o alogénicas),  la 

exposición de las MSCs al IFN induce incremento en la expresión de HLA-I en las MSCs, y 

esto a su vez,  disminuye la secreción de citocinas y la actividad citotoxica de las células NK 

(Spaggiari et al., 2008) (Fig. 4). 

La importancia de las altas concentraciones de IFN en la inmunosupresión de las 

MSCs, también se ha demostrado en estudios in vivo realizados en modelo murino, en los 

cuales el efecto benéfico de las MSCs en el tratamiento de la GVHD, se refleja en disminución 

significativa de la mortalidad. En este estudio,  los mejores resultados en la sobrevida de los 

ratones, se obtienen cuando las MSCs se administran al momento en que la concentración 

sérica de IFN es alta, es decir una vez que se ha desarrollado la GVHD. Asimismo, la 

administración de MSCs pre-activadas con altas concentraciones de IFN es muy eficaz en 
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prevenir el desarrollo de GVHD, resultando en 100% de supervivencia de los ratones. Por otro 

lado, la administración de MSCs tratadas con bajas dosis de IFN no mejora la supervivencia 

(Polchert et al., 2008).  

Resultados similares se han observado en ensayos clínicos. Se ha demostrado que la 

administración de MSCs en pacientes con GVHD refractaria a esteroides, en los cuales hay 

niveles elevados de IFN, resulta en mejoría significativa de los pacientes  (Ringden et al., 

2006; Le Blank et al., 2008; Kebriaei et al., 2009). Sin embargo, cuando las MSCs se 

administran al momento de realizar el trasplante de HSC la incidencia de GVHD grado II/IV 

no se modifica e incluso hay alta probabilidad de recaídas (Ning et al., 2008). En conjunto 

estos resultados indican que la administración de MSCs se debe realizar cuando hay altas 

concentraciones de IFN, lo cual favorece su capacidad inmunosupresora y, en consecuencia, 

la resolución de la GVHD. 
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Figura 4. Propiedades inmunosupresoras de las MSCs. Las BM-MSCs regulan la función de 

diferentes componentes celulares del sistema inmune (células NK, células dendríticas y linfocitos T). 

El efecto inmunosupresor de las MSCs, puede darse a través de contacto celular y/o mediante la 

secreción de diversos factores. Entre los primeros se ha involucrado a PD-L1, HLA-G1, ICAM-I y 

VCAM-I. Mientras que, entre los factores secretados se han identificado TGFβ, HGF, IL-10, IDO,  

PGE2 y HLA-G5. Asimismo, las citocinas pro-inflamatorias (ejemplo: IFN) secretadas por las células 

NK y los linfocitos T activados, favorecen la inmunosupresión de las MSCs, ya que incrementan o  

inducen la secreción de moléculas inmunosupresoras (Modificado de Montesinos y Castro, 2011). 
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MSCs y  enfermedad injerto contra hospedero 

 

Debido a sus propiedades inmunosupresoras, las MSCs provenientes de BM se han empleado 

principalmente en el trasplante de HSC, ya que son capaces de prevenir y tratar la GVHD 

(Ringdé et al., 2006; Sundin  et al., 2007; Battiwalla y Hematti, 2009; Toubai et al., 2009; 

Salem et al., 2010).  

  Después de un trasplante de HSC, la GVHD se presenta cuando los linfocitos T del 

donador reconocen a los antígenos histoincompatibles del receptor (aloantígenos) y montan 

una respuesta inmune en contra de ellos (respuesta inmune alogénica).  La GVHD puede ser 

aguda o crónica, dependiendo del tiempo de aparición y la intensidad del daño en los tejidos. 

La GVHD aguda se presenta en los primeros 100 días después del trasplante, mientras que la 

crónica ocurre después de este tiempo (Ferrara et al., 2009).  Aun no se conoce con exactitud 

la fisiopatología de este padecimiento, sin embargo se han propuesto tres fases  que inducen la 

aparición de esta enfermedad: 1) activación de las células presentadoras de antígenos (CPAs) 

del hospedero debido al régimen de acondicionamiento para el trasplante; 2) activación de los 

linfocitos T, los cuales proliferan y se diferencian en respuesta a los antígenos histo-

incompatibles presentados por las CPAs y 3) fase efectora celular e inflamatoria, en la cual 

diferentes componentes celulares del sistema inmune (linfocitos T citotoxicos y células NK) y 

citocinas inflamatorias (IFN, TNFα, IL-1, etc.) actúan en conjunto, promoviendo la 

inflamación y daño tisular en diferentes órganos del paciente, este puede ser tan extenso que 

incluso puede provocar la muerte (Goker et al., 2001; Rezvani y Storb, 2008; Paul, 2008; 

Reddy  et al., 2009).  
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Algunos estudios han demostrado la eficacia del uso de las BM-MSCs en el 

tratamiento y prevención de la GVHD grado III-IV refractaria a esteroides, tanto en niños 

como en adultos.  En ambos casos se ha observado reducción en la incidencia  y severidad de 

la GVHD, incremento significativo de la sobrevida y no se observaron efectos tóxicos después 

de la administración de las MSCs (Ringden et al., 2006; Introna et al., 2013; Resnick et al., 

2013; Muroi et al., 2013; Ball et al., 2013). Sin embargo, otros estudios han reportado poca 

eficacia de las BM-MSCs en el tratamiento de esta patología (Von Bonin et al., 2009; Muller 

et al., 2008). Además, se ha sugerido que el co-trasplante de HSC y BM-MSCs puede prevenir 

la GVHD, pero existe alta probabilidad de recaída (Ning et al., 2008). 

Los datos contradictorios obtenidos en estos ensayos clínicos pueden deberse a 

diferencias en el método de expansión de las MSCs, al número de células administradas,  al 

número de dosis, el diagnóstico (GVHD aguda o crónica), al intervalo en el desarrollo de la 

GVHD y la administración de MSCs, etc.  Para tratar de eliminar estas variables, se han 

realizado ensayos clínicos con una preparación universal de BM-MSCs, llamada Prochymal®, 

y los resultados han mostrado la eficacia y seguridad de esta preparación para el tratamiento 

de la GVHD (Kebriaei et al., 2009; Prasad  et al., 2011).  

No se conocen con exactitud los mecanismos biológicos por los cuales, in vivo, las 

MSCs favorecen la resolución de la GVHD. Sin embargo, se ha sugerido que algunos 

mecanismos encontrados in vitro, también se reproducen en el contexto fisiológico. Así, en 

pacientes con GVHD tratados con MSCs, se observa incremento en las poblaciones 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
 y Tr1, así como una disminución en la población Th17

+
 (Jitschin et al., 

2013). 
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ANTECEDENTES 

 

Fuentes alternas a las BM-MSCs y propiedades inmunosupresoras. 

 

Como ya se mencionó, la mayoría de los estudios encaminados al entendimiento de los 

mecanismos inmunosupresores de las MSCs se han realizado empleando BM-MSCs, 

asímismo, los ensayos clínicos principalmente usan MSCs obtenidas de esta fuente. Sin 

embargo, la obtención de MSCs a partir de BM presenta varias desventajas: es difícil 

conseguir donadores, el procedimiento de  obtención es invasivo (punción lumbar) y costoso, 

además se ha demostrado que hay disminución significativa en el número y la capacidad de 

diferenciación de MCSs conforme aumenta la edad del individuo (Caplan, 2009; Despoina et 

al., 2010). Se ha demostrado que durante el proceso de senescencia se afectan varios aspectos 

de la biología de las BM-MSCs, entre ellos la proliferación, capacidad de diferenciación y 

estabilidad del genoma (Wagner et al., 2009; Despoina et al., 2010). Ello puede influir en la 

calidad  de las MSCs obtenidas y su eficacia en el tratamiento de ciertas patologías. Debido a 

lo anterior, es necesaria la búsqueda de fuentes alternativas de MSCs, así como determinar si 

las células obtenidas de ellas presentan la misma capacidad inmunosupresora que las 

provenientes de BM.  

En la actualidad se ha logrado la obtención de MSCs de varios tejidos: músculo 

esquelético, tejido adiposo, cordón umbilical, sangre de cordón umbilical, membranas 

sinoviales, pulpa dental, fluido amniótico, placenta y páncreas (Salem  y Thiemermann, 2010). 

También se han obtenido de tejidos fetales como sangre, hígado, médula ósea y pulmón 

(Phinney y Prockop,  2007). En la mayoría de los casos las MSCs obtenidas son heterogéneas 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wagner%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19513108
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Salem%20HK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thiemermann%20C%22%5BAuthor%5D
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en cuanto a su capacidad de proliferación y diferenciación, sin embargo todas ellas expresan el 

perfil de marcadores característicos de las MSCs. 

 Recientemente, en nuestro laboratorio se logró la obtención de MSCs de sangre de 

cordón umbilical (UCB, del inglés Umbilical Cord Blood) y placenta (PL, del inglés Placenta), 

las cuales presentan similitudes biológicas con aquellas provenientes de BM en relación a su 

morfología, inmunofenotipo y potencial de diferenciación hacia osteoblastos y condroblastos 

(Montesinos et al., 2009). Sin embargo, se desconoce si estas células tienen la misma 

capacidad inmunosupresora que las MSCs provenientes de BM.  UCB y PL tienen ventajas 

sobre la BM, ya que son fuentes de fácil acceso y su obtención no representa un riesgo para el 

donador. Actualmente diversos laboratorios realizan ensayos comparativos en cuanto a la 

capacidad inmunosupresora entre MSCs obtenidas de diferentes fuentes para determinar cuál 

de ellas sería más apropiada que la médula ósea.  

Algunos estudios han analizado de forma independiente la capacidad de 

inmunosupresión de MSCs derivadas de UCB (Yoo et al., 2009; Wang et al., 2009) y PL (Li et 

al., 2005; Chang et al., 2006).  Empleando PBMC activadas con PHA o aloantígenos, se ha 

determinado que las UCB-MSCs tienen la misma capacidad inmunosupresora que las de BM-

MSCs (Avanzini et al., 2009; Wang et al., 2009).  Mientras que, en el caso de PL-MSCs los 

resultados obtenidos son contradictorios, algunos autores sugieren que BM-MSCs y PL-MSCs 

tienen la misma capacidad inmunosupresora (Li et al., 2005; Jones et al., 2007), mientras que 

otros han sugerido que tienen mayor capacidad inmunosupresora (Chang et al., 2006). Sin 

embargo hasta el momento no existe un estudio que analice la capacidad inmunosupresora de 

BM-, UCB- y PL-MSCs bajo las mismas condiciones experimentales. 

Como ya se mencionó, varios estudios realizados con células mononucleares totales 

han evidenciado la participación de BM-MSCs en la inmunosupresión de linfocitos T (Le 
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Blanc et al., 2004;  Rasmusson et al., 2005; Krampera et al., 2006; Ryan et al., 2007; 

Ramasamy et al., 2008;  Selmani et al., 2008). Sin embargo, pocos estudios se han realizado 

con linfocitos T CD3
+
 enriquecidos (Le Blanc et al., 2004; Najar et al., 2010;  Kronsteiner et 

al., 2011), esto es importante en el contexto de la GVHD, debido a que poblaciones de 

linfocitos T CD4
+
 y CD8

+
  son las principales células efectoras en esta patología (Kuzmina et 

al., 2012). Por ello es necesario determinar el potencial de inmunosupresión de MSCs sobre 

estos tipos celulares, ya que es relevante en términos de terapia celular. Aunado a lo anterior, 

se ha sugerido la influencia del contexto celular en las propiedades inmunosupresoras  de las 

BM-MSCs.  Así, se ha observado que se debe considerar las fuente de células T empleadas, la 

forma de activarlas  y  la ausencia o presencia de contacto celular con las MSCs (English et 

al., 2009; Kronsteiner et al., 2011).  Por lo anterior, es importante analizar el efecto de las 

MSCs derivadas de BM, UCB y PL sobre una población enriquecida en linfocito T CD3
+
, para 

contribuir al conocimiento sobre  sus propiedades inmunosupresoras y así ayudar a determinar 

cuál de ellas sería la fuente más apropiada como alternativa a las BM-MSCs en protocolos de 

terapia celular. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En neoplasias hematológicas, el tratamiento de elección con fines curativos es el trasplante 

alogénico de células hematopoyéticas. Sin embargo la GVHD, es una de las complicaciones 

post-trasplante más comunes. Debido a su capacidad inmunosupresora las MSCs provenientes 

de BM se han empleado en el tratamiento y prevención de la GVHD. En la actualidad, la BM 

representa la fuente principal de MSCs, sin embargo presenta algunas desventajas como la 

dificultad de encontrar donadores,  su obtención es a través de un proceso invasivo y además 

el número de MSCs disminuye con la edad del individuo (Caplan 2009; Choumerianou et al., 

2010). Debido a ello es importante obtener MSCs de fuentes alternativas a la BM. Nuestro 

grupo de investigación ha obtenido MSCs provenientes de UCB y PL, ambas de fácil acceso y 

no representan riesgo para el donador. En un estudio previo demostramos que UCB-MSCs y 

PL-MSCs tienen propiedades morfológicas, inmunofenotípicas y capacidad de diferenciación 

adipogénica, osteogénica y condrogénica similares a aquellas provenientes de BM 

(Montesinos et al., 2009). Sin embargo, no sabemos si poseen el mismo potencial de 

inmunosupresión. 

 

HIPÓTESIS 

 

La capacidad de inmunosupresión de UCB-MSCs y PL-MSCs sobre linfocitos T CD3
+
, será 

igual o superior a la observada con BM-MSCs. Por lo tanto, podrían ser una fuente alterna a 

las BM-MSCs en protocolos de terapia celular. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general: Determinar si las MSCs derivadas de UCB y PL comparten la misma 

capacidad inmunosupresora que aquellas derivas de BM.  

 

Objetivos particulares 

 

1. Realizar la caracterización biológica y funcional (morfología, inmunofenotipo y capacidad 

de diferenciación) de las MSCs  provenientes de médula ósea, sangre de cordón umbilical 

y placenta. 

 

2. Evaluar la capacidad inmunosupresora de las MSCs provenientes de médula ósea, sangre 

de cordón umbilical y placenta.  

 

2.1 Evaluar el efecto de  las MSCs sobre la proliferación de linfocitos T CD3
+
. 

 

2.2 Determinar el efecto de  las MSCs sobre la expresión de moléculas de activación: 

CD25, CD69 y CTLA-4, en linfocitos T CD3
+
 activados. 

 

2.3 Determinar la expresión de moléculas inmunosupresoras de membrana: CTLA-4 en 

linfocitos T y PD-L1 en MSCs. 

 

2.4 Determinar el efecto de las MSCs sobre la secreción de citocinas IFN, TNFα, IL-4 e 

IL-10 en los co-cultivos. 

 

2.5 Cuantificar la concentración de PGE2 en los co-cultivo de MSCs con linfocitos T 

activados. 

 

2.6 Evaluar la capacidad de las MSCs para inducir la formación de linfocitos T 

reguladores en los co-cultivos de MSCs con linfocitos T activados. 
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METODOLOGÍA 

Obtención de  MSCs  

 

Obtención de MSCs de Médula ósea. Las muestras de BM se obtuvieron de 5 donadores 

voluntarios de acuerdo a los lineamientos del Hospital Bernardo Sepulveda (Centro Médico 

Nacional Siglo XXI, IMSS México)  los cuales incluyen el consentimiento expreso de los 

donadores. El aspirado de BM se colocó en un tubo que contiene 15 ml de RPMI 10% SFB, 

posteriormente se lavó con PBS y con la suspensión celular se hizo un gradiente de densidad 

con Ficoll-Paque Plus (gravedad específica<1.077 g/ml GE; Healthcare Bio-Sciences AB, 

Uppsala, Sweden), las células se centrifugaron durante 30 min a 300 g. La interfase se lavó 

con PBS 3% de SFB EDTA 1 mM.  El botón de CMN fue resuspendido en low-glucose 

Dulbecco’s Modified Eagle medium (Lg-DMEM, GIBCO) suplementado con 15% de SFB. El 

número total de células nucleadas y viabilidad se determinó mediante conteo con solución de 

Turck y azul tripano respectivamente. De 50 a 100 millones de CMN fueron sembradas en una 

caja petri de 100 mm, las células se incubaron a 37 ºC con 5% de CO2 y después de 4 días se 

hizo un lavado con PBS para quitar todas las células no adherentes. Se realizó cambio de 

medio dos veces por semana. Cuando los cultivos alcanzaron un 80-90% de confluencia las 

células fueron cosechadas para su resiembra y criopreservación.  

 

Obtención de MSCs de  Sangre de Cordón Umbilical. Se procesaron 5 muestras de UCB 

las cuales fueron colectadas de acuerdo a lineamientos institucionales del Hospital Troncoso, 

IMSS, México D.F. Con la muestra sin diluir se realizó un gradiente de densidad y las células 

se procesaron con la misma técnica anteriormente descrita para BM. La suspensión de CMN 

fue resuspendida en Lg-DMEM 15% de SFB y se sembró en una caja Petri de 100 mm, 4 días 
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después se retiraron las células no adherentes y se agregó medio nuevo. Se realizó cambio de 

medio dos veces por semana, cuando los cultivos alcanzaron un 80-90% de confluencia, las 

células  fueron cosechadas para su resiembra y criopreservación. 

 

Obtención de MSCs provenientes de Placenta: Se procesaron 5 muestras de placenta, las 

cuales fueron  colectadas de acuerdo a lineamientos institucionales del Hospital Troncoso, 

IMSS, México D.F.  La obtención de las MSCs de placenta, se realizó mediante un proceso de 

disgregación enzimática y mecánica que se describe a continuación. Una muestra de placenta 

de aproximadamente 3 cm
2
 se colocó en una caja petri de 100 mm y se lavó con PBS para 

retirar el exceso de sangre. Posteriormente la muestra lavada se cortó en pedazos pequeños de 

aproximadamente 3 mm, el tejido disgregado se colocó en un matraz Erlenmeyer de 50 ml y 

se le agregaron 8 ml de una solución de 0.05% tripsina-0.02% EDTA (GIBCO). El matraz con 

la muestra se incubó a 37°C durante 20 minutos con agitación constante. La suspensión celular 

se colectó y se filtró con una malla de nylon de 500 m. El filtrado se centrifugó a 300 g 

durante 9 minutos y el botón celular fue resuspendido en PBS. Con la suspensión celular se 

hizo un gradiente de densidad y  la muestra se procesó con la misma técnica anteriormente 

descrita para BM.  Las MSCs se sembraron en una caja petri de 100 mm con 10 ml de medio 

Lg-DMEM, a los 4 días se retiraron las células no adheridas y se  realizó cambio de medio dos 

veces por semana, cuando los cultivos alcanzaron un 80-90% de confluencia las células fueron 

cosechadas para su resiembra y criopreservación.  
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Resiembra y criopreservación de MSCs de BM, UCB y PL.  

 

Los cultivos de BM, UCB y PL se mantuvieron  hasta alcanzar entre el 80-90% de 

confluencia. Una vez que llegaron a la confluencia, las células se colectaron utilizando una 

solución de 0.05% tripsina-0.02% EDTA (GIBCO) durante 5 minutos a 37°C, se lavaron con 

PBS al 10% SFB y se centrifugaron por 6 minutos a 300 g. El botón celular fue resuspendido 

en medio, una parte de la suspensión celular obtenida se usó para resiembra y expansión de las 

MSCs, mientras que el resto  se congeló en medio Lg-DMEM al 50% de SFB adicionado con 

10% de dimetilsulfóxido (Sigma-Aldrich), a una concentración de 1-2 x 10
6 

cel/ml de medio 

de congelación y se almacenaron en nitrógeno líquido. De cada muestra se realizaron 

resiembras de los cultivos confluentes y se congelaron células en resiembra 1, 2 y 3. Las 

MSCs obtenidas de la segunda resiembra se emplearon para realizar la caracterización 

biológica de inmunofenotipo y diferenciación. 

 

Caracterización de  MSCs 

 

Inmunofenotipo 

La células se cosecharon incubándolas con una solución de 0.05% tripsina-0.02% EDTA 

(GIBCO) durante 5 minutos, posteriormente se realizó un lavado con  PBS 10% de SFB. Un 

total de 1.5X10
5 

células fueron resuspendidas en 100 µl de PBS 3% de SFB EDTA 1mM e 

incubadas durante 20 minutos a 4ºC protegidas de la luz con alguno de los siguientes 

anticuerpos monoclonales conjugados a FITC, PE o APC dirigidos contra CD73, CD90 y 

CD45 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) CD105, CD13, CD14, (Caltag, Buckingham, 

UK), HLA-ABC, HLA-DR, CD31 y CD34 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Posteriormente 
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las células se lavaron con 500 μl de PBS 1X, 3% de SFB, EDTA 1mM y se fijaron con FACS 

Lysing Solution (BD, Bioscience San Jose, CA). Las células marcadas fueron analizadas en un 

equipo Coulter Epics Altra Flow Cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) y se 

colectaron un mínimo de 10000 eventos.  Los datos fueron analizados con el software FlowJo 

7.6. 

 

Capacidad de diferenciación  

 

Diferenciación adipogénica: Las MSCs se cultivaron en medio adipogénico Stem Cells Kits
TM

 

(STEMCELL Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada) durante 14 días, realizando 

cambios de medio 2 veces por semana. Para evaluar la diferenciación adipogénica se 

determinó la presencia de lípidos mediante la tinción con rojo oleoso (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA; Kern et al., 2006). 

Diferenciación condrogénica: 2X10
5
 MSCs fueron centrifugadas a 150 g durante 5 min para 

formar un botón celular en el fondo del tubo (micromasa). Esta fue incubada durante 28 días 

con medio de diferenciación condrogénico comercial (Cambrex Bio Science Walkersville, Inc, 

Maryland, USA) suplementado con 10 ng/ml de TGFβ (Cambrex) realizando cambios de 

medio dos veces por semana.  Las micromasas resultantes fueron embebidas en parafina y 

posteriormente se cortaron y tiñeron con azul alcian (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)  

para evidenciar la presencia de glucosaminoglicanos. 

Diferenciación osteogénica: Las  MSCs se cultivaron en medio para diferenciación 

osteogénica Stem Cells Kits
TM

 (STEMCELL Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada), 

durante 21 días (con cambios de medio dos veces por semana). Para evaluar la diferenciación 
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osteogénica se usó la técnica de Von Kossa  para detectar  depósitos de calcio y tinción de 

fosfatasa alcalina (Kern et al., 2006). 

 

Obtención de linfocitos T CD3
+
   

 

A partir de muestras de sangre periférica de 3 donadores voluntarios se obtuvieron las células 

mononucleares mediante un gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque Plus (gravedad 

específica<1.077 g/ml GE; Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden). Los linfocitos T 

CD3
+
 se obtuvieron empleando CD3 MicroBeads human con columnas MS MACS (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. La pureza 

de la suspensión obtenida de los linfocitos T CD3
+ 

se determinó mediante citometría de flujo 

como se describe en la sección “Análisis por citometría de flujo”. En los experimentos 

únicamente se emplearon suspensiones con pureza mayor al 97%. Los linfocitos T CD3
+
 se 

mantuvieron durante 24 horas en medio RPMI 1640, 10% SFB, 2mM L-glutamina, 100U/ml 

de penicilina, 100 μg/ml de streptomicina y 100 μg/ml de gentamicina (GIBCO). 

 

Estimulación de linfocitos T CD3
+ 

 

Los linfocitos T CD3
+ 

fueron  cultivadas en medio RPMI 1640, la activación se realizó con 

dynabeads CD3/CD28 T cell expander (Invitrogene, California), en proporción 1:1 (25 μl de 

dynabeads /1X10
6
 linfocitos T).  Quince horas antes de cosechar el cultivo (3-4 días de 

activación), las células se marcaron con 10 µM de BrdU (BD Bioscience, San Diego, CA, 

USA) para determinar la proliferación celular como se describe en  “Análisis por citometría de 

flujo”. 
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Co-cultivos MSCs / linfocitos T CD3
+ 

 

Se realizaron co-cultivos de MSCs/linfocitos T CD3
+ 

permitiendo o inhibiendo el contacto 

célula-célula. Los co-cultivos en donde se permite el contacto célula-célula se realizaron en 

placas de 24 pozos (Corning, Corning, NY). Se sembraron 1.5X10
5  

linfocitos T CD3
+ 

y se 

activaron como se describió en la sección “Estimulación de linfocitos T CD3
+
” en ausencia o 

presencia de 1.5X10
5
 MSCs de BM, UCB o PL (MSCs: linfocitos T; 1:1). Las perlas cubiertas 

con anticuerpo estuvieron presentes durante todo el tiempo del co-cultivo. Los cultivos donde 

se inhibe el contacto celular se realizaron en cámaras transwell (Corning, Corning, NY). 

Ciento cincuenta mil MSCs de BM, UCB o PL se colocaron en la cámara inferior y 1.5X10
5 

linfocitos T CD3
+ 

se colocaron en la cámara superior sobre la membrana semipermeable con 

poro de 0.4 mm. Los linfocitos T CD3
+ 

activados en ausencia de MSCs se utilizaron como 

controles positivos de proliferación, secreción de citocinas y expresión de moléculas. Las 

MSCs de BM, UCB o PL cultivadas en ausencia de linfocitos T CD3
+
, fueron empleadas 

como controles de la expresión basal de moléculas y factores secretados por las MSCs. Los 

cultivos se mantuvieron durante 1-4 días para hacer las evaluaciones correspondientes de 

proliferación, expresión de moléculas por citometría de flujo y secreción de citocinas (ver 

análisis por “citometría de flujo”, “análisis cuantitativo de citocinas” y “evaluación 

cuantitativa de PGE2”).  

 

Ensayos de proliferación 

 

A los tres o cuatro días de activación de los linfocitos T CD3
+ 

y 15 horas antes de cosecharlas, 

las células se marcaron con 10 µM de BrdU (BD Pharmigen, San Diego). La proliferación de 
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linfocitos CD3
+
, CD4

+
 y CD8

+
 se evaluó empleando el BrdU Flow Kits (BD Pharmigen, San 

Diego), de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Los linfocitos T CD3
+ 

activados en 

ausencia de MSCs se usaron como controles positivos y se consideraron como el 100% de 

proliferación. El nivel de proliferación observado en los co-cultivos se normalizó respecto a su 

control. 

 

Análisis por citometría de flujo 

 

Además de los anticuerpos monoclonales usados para caracterizar el inmunofenotipo de las 

MSCs, también se emplearon anticuerpos monoclonales conjugados a FITC, PE o APC que 

reconocen los marcadores de superficie CD3, CD4, CD8, CD25, CD69, CTLA-4, BrdU (BD 

Biosciences), Foxp3 (eBioscience, San Diego, CA, USA) y sus respectivos controles de 

isotipo para caracterizar a los linfocitos T. Asimismo, empleamos anti-PD-L1-PE (BD 

Biosciences) para detectar esta molécula en las MSCs. Un total de 1-2X10
5
 células bloqueadas 

previamente con SFB o Bloqueador de receptores Fc (Blocking Reagent Human Miltenyi 

Biotec, Germany) se resuspendieron en 100 μl de PBS 3% SFB, EDTA 1 mM y se incubaron 

con el anticuerpo correspondiente durante 20-30 minutos, después las células se lavaron con 1 

ml de PBS 3% SFB, EDTA 1 mM y se fijaron con FACS Lysing Solution (BD, Bioscience 

San Jose, CA). Para la detección intracelular de CTLA-4 se empleó el buffer 

Cytofix/cytoperm (BD Pharmigen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. En el caso de 

Foxp3 se usó el  Kit Foxp3 Fixation/Permeabilization concentrate and diluent (eBioscience 

san Diego, CA). Las células se almacenaron a 4ºC en la oscuridad hasta su análisis  en un  

Coulter Epics Altra Flow Cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), donde se colectaron 

un mínimo de 10,000 eventos.  Los datos fueron analizados con el software FlowJo 7.6. Se 
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determinó el porcentaje de células positivas y la intensidad media de fluorescencia (MFI, del 

inglés Mean Fluorecence Intensity). 

 

Cuantificación de citocinas 

 

Para cuantificar la concentración de citocinas secretadas, se obtuvieron los sobrenadantes de 

varias condiciones de cultivo: sobrenadantes de linfocitos T CD3
+ 

no activadas o de MSCs 

cultivadas en ausencia de linfocitos T CD3
+
 (controles negativos); sobrenadante de linfocitos 

T CD3
+ 

activados en ausencia de MSCs (control positivo) y sobrendantes de co-cultivos con 

BM, UCB o PL MSCs y linfocitos T CD3
+ 

activados. Los sobrenadantes se almacenaron a -

70ºC hasta su uso. La determinación de citocinas se realizó por CBA (del inglés, cytometric 

bead array;  BD Bioscience San Jose, CA) de acuerdo a las instrucciones del proveedor.  Se 

mezclaron 10 µl de las perlas de captura que reconocen cada una de las citocinas (IFN, IL-10, 

IL-4 y TNFα), esta mezcla se dejó incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente 

protegidos de la luz. Durante este tiempo, mediante diluciones seriales se preparó la curva 

estándar de cada una de las citocinas (0-5000 pg/ml). Posteriormente  50 µl de cada 

sobrenadante o de cada uno de los puntos de la curva estándar se mezclaron con 50 µl de las 

perlas de captura, los tubos se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente, protegidos 

de la luz. Después se hizo un lavado con 1 ml de buffer de lavado y el botón fue resuspendido 

en  300 µl del mismo buffer y las muestras se analizaron inmediatamente en el citómetro  
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Cuantificación de  PGE2  

 

La concentración de PGE2 en los sobrenadantes se evaluó por enzyme-linked 

immunoabsorbent assay (ELISA) usando Prostaglandin E2 human ELISA Kit (Invitrogen). De 

acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se utilizó como control el sobrenadante de las 

MSCs cultivadas en ausencia de linfocitos T CD3
+
. Mediante diluciones seriales se preparó 

una curva estándar de PGE2 de 0.03 a 4.0 ng/ml, posteriormente se pipetearon 100µl de las 

muestras problema o de cada uno de los puntos de la curvar estándar, en los pozos de la 

microplaca, cada muestra se cuantifico por duplicado. En cada uno de los pozos, previamente 

cubiertos con un anti-ratón policlonal de cabra, se agregaron 50 µl de PGE2 marcada con 

fosfatasa alcalina y 50 µl anti-PGE2 monoclonal de ratón, excepto en los pozos que 

corresponden al blanco. La placa se incubó durante dos horas a temperatura ambiente con 

agitación, posteriormente los pozos se lavaron para eliminar todo lo no adherido. Después, se 

adicionó el sustrato de la fosfatasa alcalina (pNPP, del inglés para-nitrophenyl phosphate) y la 

placa se incubó durante una hora, finalmente se leyó a 412 nm en un lector  de ELISA 

(DYNATEC MR5000). 

 

Análisis estadístico 

 

Los datos son expresados como la media ± error estándar de la media (SEM), calculada de 3-

10 experimentos independientes. El análisis estadístico fue realizado con el programa SPSS 

20.0. La comparación entre los grupos se realizó con la prueba de Kruskal-Wallis seguido por 

Mann-Whitney U Test. Valores de P<0.05 se consideraron significativos. 
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RESULTADOS 

 

Las MSCs provenientes de BM, UCB y PL presentaron morfología, inmunofenotipo y 

capacidad de diferenciaciones similares. 

 

Los resultados obtenidos de la caracterización de las MSCs obtenidas de BM (n=5), UCB 

(n=5) y PL (n=5),  demuestran que nuestras poblaciones celulares presentaron morfología, 

inmunofenotipo y capacidad de diferenciación similares a los reportados previamente 

(Montesinos et al., 2009). Las MSCs de las tres fuentes tuvieron la morfología fibroblastoide 

característica de este tipo de células (Fig. 5A). Además, se observó un alto porcentaje de los 

marcadores de superficie característicos para MSCs (CD105, CD90 y CD73) establecidos por 

la ISCT (Dominici et al., 2006). También expresaron bajos niveles de HLA-ABC; y fueron 

negativas para HLA-DR, marcadores hematopoyéticos (CD34, CD45 y CD14) y endoteliales 

(CD31) (Fig. 5B). Asimismo, las MSCs de las tres fuentes tuvieron capacidad de 

diferenciación osteogénica y condrogénica (Fig 5 F-N). Sin embargo, solamente las MSCs 

derivadas de BM y PL tuvieron potencial adipogénico a diferencia de aquellas provenientes de 

UCB que no mostraron dicho potencial (Fig. 5 C-E). 
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Figura 5. Caracterización funcional de MSCs de BM, UCB y PL. A) Morfología observada en los cultivos de 

MSCs de la fuente indicada  (Objetivo 10X). B) Inmunofenotipo de las MSCs, histogramas representativos de los 

marcadores analizados.  C-N) MSCs de las tres fuentes se cultivaron en medios de diferenciación adipogénico, 

osteogénico y condrogénico. C-E) Diferenciación adipogénica, indicada por la acumulación de vacuolas lipídicas 

teñidas con rojo oleoso (Objetivo 20X). F-H) Diferenciación condrogénica indicada por la tinción con azul 

alciano de los glucosaminoglicanos (Objetivo 20X). I-N) Diferenciación osteogénica, indicada por los depósitos 

de calcio teñidos con Von Kossa (I-K) o fosfatasa alcalina (L-N) (Objetivo 20X). Se Muestra un experimento 

representativo. Barra de escala indica 100 µm. 
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La proliferación de linfocitos T CD4
+
 y CD8

+
  es inhibida por MSCs derivadas de BM y 

UCB  

Se ha demostrado que BM-MSCs, UCB-MSCs y PL-MSCs disminuyen la proliferación de 

CMSP activadas con mitógenos o aloantígenos (Krampera et al., 2006;  Wang et al., 2009; 

Chang et al., 2005). Algunos estudios han demostrado la importancia del tipo de población 

evaluada (PBMC o linfocito T CD3
+
)  y la presencia de contacto celular en los co-cultivos en 

la inmunosupresión ejercida por las BM-MSCs (Kronsteiner et al., 2011),  por esta razón 

decidimos analizar el efecto directo de las MSCs sobre una población enriquecida en linfocitos 

T CD3
+
, para disminuir la interferencia de otros componentes celulares como linfocitos B, 

monocitos y células dendríticas. Obtuvimos una población enriquecida en linfocitos T CD3
+
 

(pureza ≥97%) que fueron activados con anti-CD3/CD28 en presencia o ausencia de BM-

MSCs, UCB-MSCs o PL-MSCs. En lo co-cultivos LT/MSCs se evitó el contacto celular (sin 

contacto) (Fig. 6B) o se permitió el contacto célula-célula (con contacto) (Fig. 6E y F). La 

proliferación de  linfocitos T CD3
+
  activados en ausencia de MSCs se consideró como el 

100% de proliferación (Control positivo) (Fig. 6A).  En las figuras 7A y B, se puede observar 

que las MSCs de BM y UCB disminuyen significativamente la proliferación de linfocitos T 

CD3
+
 (48.2%±10.1% y 42.9%±7.8%, respectivamente; P<0.05), CD4

+
 (51.2%±10.4% y 

43.6%±8.2%, respectivamente; P<0.05) y CD8
+
 (49.0%±8.3% y 44.8%±7.4%, 

respectivamente; P<0.05), mientras que las MSCs de PL únicamente disminuyen de forma 

significativa la proliferación de linfocitos T CD3
+
  (77.0%±6.2%; P<0.05) y  CD4

+
  

(74.5%±6.8%; P<0.05  ) pero no la de linfocitos T CD8
+
  (83.7%±8.8%) (Fig. 7A y B). Es 

importante mencionar que esta disminución se observó únicamente en los co-cultivos con 

contacto. Asimismo, en los co-cultivos en presencia de UCB-MSCs observamos una mayor 



41 

 

disminución de la proliferación de linfocitos T CD3
+
, CD4

+
  y CD8

+
 en  comparación con los 

co-cultivos con PL-MSCs (P<0.05). Mientras que, en los co-cultivos con BM-MSCs 

únicamente observamos disminución en la proliferación de linfocitos T CD8
+
 en comparación 

con PL-MSCs (P<0.05).  Estos resultados nos sugieren que BM-MSCs y UCB-MSCs 

presentan una mayor capacidad de inhibición de la proliferación de linfocitos T que PL-MSCs 

y que es necesario el contacto entre los linfocitos T y las MSCs para que se lleve a cabo dicha 

inhibición. 
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Figura 6.  Las BM-MSCs, UCB-MSCs y PL-MSCs disminuyen la proliferación de linfocitos T CD3
+
.  A) 

Proliferación de linfocitos T CD3
+
 activados en ausencia de MSCs. B) Proliferación de linfocitos T CD3+ 

activados en presencia de MSCs evitando el contacto celular.  C) Micropartículas anti-CD3/CD28 (objetivo 40X). 

D) Monocapa de MSCs de la fuente indicada sembrada 24 horas antes del co-cultivo. E) Co-cultivos  de 24 horas  

permitiendo el contacto celular. F) Co-cultivo de 4 días permitiendo el contacto celular.  A, B, D-F) Objetivo 

10X. Barras de escala indican 100 µm. 
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Figura 7. BM-MSCs y UCB-

MSCs disminuyen la 

proliferación de linfocitos T 

CD4
+
 y CD8

+
 mediante 

contacto celular. Linfocitos T 

CD3
+ 

activados con anti-

CD3/CD28 se co-cultivaron en 

presencia de BM-MSCs, UCB-

MSCs o  PL-MSCs en relación 

1:1 (linfocitos T:MSCs). Los 

co-cultivos se realizaron 

permitiendo (con contacto, 

barras negras) o evitando el 

contacto célula-célula (sin 

contacto, barras blancas). La 

proliferación de linfocitos T 

CD3
+
 activados en ausencia de 

MSCs se consideró como el 

control positivo (100% 

proliferación, n=10, barras 

grises). El porcentaje de 

incorporación de BrdU se 

determinó sobre la región 

CD3
+
, CD4

+
 o CD8

+
 al día 3-4 

de cultivo. A) Gráficos de 

contorno representativos de un 

experimento. B) Media ± SEM  

del porcentaje de proliferación 

(n=10 co-cultivos con contacto, 

para cada una de las fuentes; 

n=5 co-cultivos sin contacto, 

para cada una de las fuentes).  

*Indica diferencia estadística- 

mente significativa con P<0.05. 
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Las MSCs derivadas de las tres fuentes no afectan la expresión de CD25 y CD69, sin 

embargo PL-MSCs disminuye la expresión de CTLA-4. 

 

La activación de linfocitos T con antígenos o mitógenos rápidamente induce la expresión de 

marcadores de activación como: CD25, CD69 y CTLA-4 (Wang et al., 2008). Debido a que 

observamos inhibición de la proliferación de los linfocitos T en los co-cultivos con contacto 

celular, decidimos analizar si la presencia de las  MSCs en dichos co-cultivos, afecta la 

expresión de CD25, CD69 y CTLA-4. La expresión de tales moléculas en linfocitos T 

activados en ausencia de MSCs se consideró como el control positivo (control).  Observamos 

que la expresión de CD25 y CD69 no es afectada por las MSCs de las tres fuentes (Fig. 8A y 

B). Asimismo, la expresión de  CTLA-4 no se modifica en los co-cultivos con BM-MSCs y 

UCB-MSCs (Fig. 8B). Sin embargo, interesantemente observamos una disminución 

significativa de  la expresión de CTLA-4 en linfocito T en presencia de PL-MSCs 

(23.8%±3.7%) en comparación con BM-MSCs and UCB-MSCs (42.3%±5.0% y 39.5%±4.8%, 

respectivamente; P<0.05) (Fig. 8B).  
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Figura 8. Efecto de las MSCs sobre la expresión de CD25, CD69 y CTLA-4. Linfocitos T CD3
+
 activados con 

anti-CD3/CD28 se co-cultivaron en presencia de BM-MSCs, UCB-MSCs o  PL-MSCs en relación 1:1 (linfocitos 

T:MSCs) (barras negras). Los co-cultivos se realizaron permitiendo el contacto celular. La expresión de las 

moléculas en linfocitos T CD3
+
 activados en ausencia de MSCs se consideró como el control positivo (control, 

barras grises). El porcentaje de expresión de los marcadores se determinó sobre la población de linfocitos T CD3
+
 

a las 48 horas de cultivo (CD25) o 24 horas  (CD69 y CTLA-4). A) Histogramas representativos de la expresión 

de CD25, CD69 y CTLA-4. B) Mean ± SEM del porcentaje de expresión (CD25: control,  BM-, UCB- y PL-

MSCs n=7 experimentos individuales para cada fuente; CD69: control, BM-, UCB- y PL-MSCs n=7 

experimentos individuales para cada fuente y CTLA-4: control, BM-, UCB- y PL-MSCs n=10 experimentos 

individuales para cada fuente). * Indica diferencia estadísticamente significativa con  P< 0.05. 
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Las MSCs derivadas de BM y UCB incrementan la expresión de CTLA-4 en linfocitos T 

CD4
+
. 

 

 

Debido a que CTLA-4 es un regulador negativo importante de la  respuesta inmune y su 

máxima expresión se alcanza entre las 24 y 48 horas post-activación (Wing et al., 2011; Jago 

et al., 2004), decidimos analizar si los cambios en su expresión  observados a las 24 horas de 

co-cultivo, se mantenían a los 3 días y si la ausencia o presencia de contacto celular afectaba 

dicha expresión. Para ello realizamos co-cultivos con y sin contacto celular y medimos el 

porcentaje y la MFI de CTLA-4 en la población CD4
+
 (Fig. 9A) y CD8

+
. La expresión de 

CTLA-4 en linfocitos T activados en ausencia de MSCs se consideró como el control positivo 

(control).  Observamos que únicamente en los co-cultivos en los cuales se permitió el contacto 

celular, las MSCs derivadas de BM y UCB son capaces de incrementar significativamente el 

porcentaje de linfocitos T CD4
+
CTLA-4

+
 (92.6%±1.8% y 92.1%±2.5%, respectivamente) 

respecto al control (76.0%±3.4%; P<0.05) (Fig. 4B), así como la MFI de CTLA-4
+ 

 (1.9 y 1.8 

veces, respectivamente; P<0.05) (Fig. 9C). Por su parte, en los co-cultivos sin contacto entre 

los linfocitos T y las MSCs no se observa incremento tanto en el porcentaje de células CD4
+
 

CTLA-4
+
, como en la MFI y los valores fueron significativamente más bajos que en los co-

cultivos con contacto de BM- y UCB-MSCs (P<0.05) (Fig. 9B y C). Asimismo, observamos 

que la presencia de PL-MSCs no incrementa la expresión de CTLA-4 e incluso los valores de 

MFI son significativamente menores (74.7%±2.3% e MFI: 1.1 veces) en comparación con 

BM-MSCs (92.6%±1.8%  e MFI: 1.9 veces; P<0.05) y UCB-MSCs (92.1%±2.5% e MFI: 1.8 

veces; P<0.05) (Fig. 9B y C). Por otra parte, en la población de LT CD8
+
 no observamos 

cambios significativos en la expresión de CTLA-4 en ninguno de los co-cultivos (datos no 

mostrados). Estos resultados sugieren que es necesario el contacto entre las MSCs y los 



47 

 

linfocitos T CD4
+ 

para que se incremente la expresión de CTLA-4 y que esta molécula puede 

participar en la disminución de la proliferación observada en estos co-cultivos. 
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Figura 9. BM-MSCs y UCB-MSCs incrementan la expresión de CTLA-4 en linfocitos T CD4
+
. Linfocitos T 

CD3
+
 activados con anti-CD3/CD28 se co-cultivaron en presencia de BM-MSCs, UCB-MSCs o  PL-MSCs en 

relación 1:1 (linfocitos T:MSCs). Los co-cultivos se realizaron permitiendo (con contacto, barras negras) o 

evitando el contacto célula-célula (sin contacto, barras blancas). La expresión de CTLA-4 en linfocitos T CD3
+
 

activados en ausencia de MSCs se consideró como el control de expresión (control, barras grises, n=7). El 

porcentaje de la población CTLA-4
+
 y el incremento en veces de la MFI de CTLA-4 se determinó sobre la región 

CD4
+
 después de 3 días de cultivo. A) Gráficos de contorno representativos de un experimento. B) Media±SEM 

del porcentaje de LT CD4
+
CTLA-4

+
. C) incremento en veces de la MFI de CTLA-4 en la población CD4

+
CTLA-

4
+
 (n=7 co-cultivos con contacto, para cada una de las fuentes; n=7 co-cultivos sin contacto, para cada una de las 

fuentes).  * Indica diferencia estadísticamente significativa con  P< 0.05. 
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La expresión de PD-L1 se incrementa en las MSCs de BM, UCB y PL, en presencia de 

linfocitos T CD3
+ 

activados 

Por otra parte, debido a que el contacto celular es muy importante para la inhibición de la 

proliferación observada, decidimos evaluar la expresión de PD-L1, una molécula involucrada 

en la inhibición de linfocitos T a través del contacto célula-célula (Sheng et al., 2008). Para 

ello, analizamos la expresión de PD-L1 en las MSCs presentes en los co-cultivos con y sin 

contacto celular (Fig. 10A). El porcentaje y MFI de PD-L1 en MSCs cultivadas en ausencia de 

linfocitos T, se consideró como la expresión basal de esta molécula (control). Los resultados 

muestran que la presencia de los linfocitos T activados incrementa el porcentaje de MSCs PD-

L1
+
 (CD3

-
CD90

+
PD-L1

+
; P<0.05)  en los co-cultivos,  tanto en ausencia como en presencia de 

contacto celular de BM-MSCs (control: 1.5±0.3%; sin contacto: 54.3±10.2% y con contacto: 

77.0±4.6%), UCB-MSCs (control: 0.11±0.03%; sin contacto: 71±10.7% y con contacto: 

76.3±8.7%) o PL-MSCs (control: 0.29±0.11%; sin contacto: 80.0±13.8% y con contacto: 

97.4±1.0%) (Fig. 10B). Resultados similares se obtuvieron al analizar la MFI de PD-L1 en 

donde también se observaron incrementos significativos (P<0.05) en co-cultivos con BM-

MSCs (sin contacto: 5 veces y con contacto: 7 veces), UCB-MSCs (sin contacto: 7 veces y 

con contacto: 16 veces) y PL-MSCs (sin contacto: 5 veces y con contacto: 14 veces) (Fig. 

10C). Estos resultados sugieren que PD-L1 podría estar involucrada en la actividad 

inmunosupresora mediada por las MSCs a través de contacto célula-célula. Además, debido a 

que la expresión de PD-L1 se incrementa tanto en los cultivos con y sin contacto celular, ello 

indica que dicho incremento podría deberse a la presencia de un mediador soluble que 

estimula la expresión de PD-L1 en las MSCs.  
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Figura 10. La expresión de PD-L1 se incrementa en las MSCs en presencia de linfocitos T CD3
+ 

activados. 

Linfocitos T CD3
+
 activados con anti-CD3/CD28 se co-cultivaron en presencia de BM-MSCs, UCB-MSCs o  

PL-MSCs en relación 1:1 (linfocitos T:MSCs). Los co-cultivos se realizaron permitiendo (con contacto, barras 

negras) o evitando el contacto célula-célula (sin contacto, barras blancas). La expresión de PD-L1 en MSCs 

cultivadas en ausencia de linfocitos T CD3
+
 se consideró como el control (control, barras grises, n=6) El 

porcentaje de la población PD-L1
+
 y el incremento en veces de la MFI de PD-L1 se determinó sobre la región 

CD3
-
CD90

+
 después de 3 días de cultivo. A) Gráficos de contorno representativos de un experimento. B) 

Media±SEM del porcentaje de MSCs CD3
-
CD90

+
PD-L1

+
. C) Incremento en veces de MFI  de PD-L1 en la 

población CD3
-
CD90

+
PD-L1

+
. BM-MSCs: n=6 con contacto,  n=6 sin contacto; UCB-MSCs: n=5 con contacto, 

n=5 sin contacto y PL-MSCs: n=4 con contacto, n=4 sin contacto (experimentos individuales). *Indica diferencia 

estadísticamente significativa con  P< 0.05. 
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Disminución de la concentración de TNFα e incremento de IFNγ e IL-10 en los co-

cultivos con BM-MSCs y UCB-MSCs 

 

Estudios previos han demostrado la importancia del IFN en la expresión de PD-L1 en BM-

MSCs (Mourez et al., 2007; Sheng et al., 2008) y PL-MSCs (Chang et al., 2006), así como en 

la inducción de las propiedades inmunosupresoras de las MSCs solo o en presencia de otras 

citocinas pro-inflamatorias como TNF. Además, la disminución de la proliferación 

observada en los co-cultivos podría estar relacionada con la presencia de citocinas 

inmunosupresoras tipo Th2 como IL-4 e IL-10 (Aggarwal et al., 2005; Krampera et al., 2006). 

Con base en lo anterior decidimos evaluar la presencia de citocinas que pudieran participar en 

la respuesta inmunosupresora de las MSCs de las tres fuentes. Para ello determinamos la 

concentración de INF, TNFα, IL-10 e IL-4 presente en los co-cultivos en ausencia o 

presencia de contacto celular. La concentración de citocinas detectadas en el medio 

condicionado de linfocitos T activados en ausencia de MSCs se consideró como el control 

positivo. Detectamos una mayor concentración de IFN e IL-10 en los co-cultivos con 

contacto celular en presencia de BM-MSCs (IFN: 10761.4±1192 pg/ml, IL-10: 463±87 

pg/ml; P<0.05) y UCB-MSCs (IFN: 13031.9±1409.8 pg/ml, IL-10: 393±103 pg/ml; P<0.05), 

comparado con los cultivos control (IFN: 2976±936 pg/ml, IL-10: 95±25 pg/ml; P<0.05). 

(Fig. 11).  Sin embargo, en los co-cultivos con PL-MSCs, únicamente  detectamos incremento 

en la concentración de INF (8690±1147 pg/ml; P<0.05), pero no en IL-10 (88.3±12.2 pg/ml) 

(Fig. 11), respecto al control.  En los co-cultivos sin contacto, las concentraciones de IFN 

(BM-MSCs: 3047±593 pg/ml, UCB-MSCs: 3596±1101 pg/ml; PL-MSCs: 3023±749 pg/ml) e 

IL-10 (BM-MSCs: 72±14 pg/ml, UCB-MSCs: 87±27 pg/ml; PL-MSCs: 143±42 pg/ml) son 
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similares a las observadas en linfocitos T activados en ausencia de MSCs (IFN: 2976±936 

pg/ml; IL-10: 95±25 pg/ml). En nuestros resultados se observa una tendencia a disminuir la 

concentración de TNFα en los co-cultivos con BM-MSCs y UCB-MSCs, esta tendencia 

únicamente es significativa en los co-cultivos con contacto celular con UCB-MSCs (544±151 

pg/ml; P<0.05)  y con ambas fuentes en los sistemas sin contacto (BM-MSCs: 479±76 pg/ml,  

UCB-MSCs: 430±105 pg/ml; P<0.05) comparados con los cultivos control (944±130pg/ml). 

Por otra parte, no se observaron cambios significativos en las concentraciones de IL-4 en 

cualquier condición de cultivo (Fig. 11). Estos resultados sugieren que BM-MSCs y UCB-

MSCs en contacto con linfocitos T activados, inducen la  secreción de IFN e IL-10 y la 

disminución de TNFα en los co-cultivos, ello en contraste con PL-MSCs que únicamente 

induce incremento en la concentración de IFN y no tiene efecto sobre IL-10 y TNFα.  
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Figura 11.  En los co-cultivos con contacto entre BM-MSCs o UCB-MSCs y LT CD3
+
 se incrementa la 

expresión de IFNγ e IL-10. Linfocitos T CD3
+
 activados con anti-CD3/CD28 se co-cultivaron en presencia de 

BM-MSCs, UCB-MSCs o PL-MSCs en relación 1:1 (linfocitos T:MSCs). Los co-cultivos se realizaron 

permitiendo (con contacto, barras negras) o evitando el contacto célula-célula (sin contacto, barras blancas). A los 

tres días se determinó la concentración de las citocinas en los sobrenadantes de los co-cultivos mediante CBA.  

La concentración de citocinas detectada en el medio condicionado de linfocitos T activados en ausencia de 

MSCs, fueron consideradas como la expresión basal de estas citocinas (control, barras grises, n=7). Se muestra la 

media±SEM de la concentración de citocinas (n=7 para todas las condiciones experimentales). * Indica diferencia 

estadísticamente significativa con  P< 0.05. 

 

BM-MSCs y UCB-MSCs inducen la secreción de PGE2 

 

La PGE2 es un mediador involucrado en la disminución de la  proliferación  de los linfocitos 

T, estimula la secreción de IL-4 e IL-10 y promueve la diferenciación de Treg adaptativos 

(CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
) (Kalinski, 2012). Debido a que detectamos cantidades incrementadas de 

IFN en los co-cultivos de BM-MSCs y UCB-MSCs y tomando en cuenta que las BM-MSCs 
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tienen la capacidad de secretar PGE2 al ser estimuladas con INF (Aggarwald y Pittenger, 

2005), decidimos evaluar la cantidad de PGE2 presente en los co-cultivos con contacto celular 

entre MSCs y linfocitos T activados. La concentración de PGE2  detectada en el medio 

condicionado de MSCs cultivadas en ausencia de linfocitos T activados, se consideró como la 

expresión basal de esta molécula (control). Observamos que únicamente en los co-cultivos con 

BM-MSCs y UCB-MSCs se incrementa de forma significativa la  secreción de PGE2 

(32.0±0.6 ng/ml y 33.5±2.6 ng/ml, respectivamente; P<0.05), mientras que en los co-cultivos 

con PL-MSCs los niveles de PGE2 permanecen prácticamente igual a los observados en los 

cultivos control (0.8±0.3 y 0.5±0.14 ng/ml respectivamente) (Fig. 12). Estos resultados 

indican potenciales distintos de inducción de PGE2 entre BM-MSCs/UCB-MSCs y PL-MSCs 

y sugieren que PGE2 podría participar en la inhibición de la proliferación de linfocitos T 

observada en los co-cultivos con MSCs de BM y UCB en los que se permite el contacto 

celular. 
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Figura 12. La expresión de PGE2 es inducida en co-cultivos con BM-MSCs y UCB-MSCs. BM-MSCs, UCB-

MSCs o PL-MSCs se co-cultivaron en ausencia o presencia de linfocitos T CD3
+
 activados con anti-CD3/CD28.  

Los co-cultivos se realizaron en relación 1:1 (linfocitos T:MSCs) y permitiendo el contacto celular (barras 

negras). La concentración de PGE2 en el sobrenadante se determinó por ELISA después de 3 días de cultivo. La 

concentración de PGE2 detectada en el medio condicionado de MSCs cultivadas en ausencia de linfocitos T CD3
+
 

activados, fue considerada como la expresión basal de esta molécula (control, barras grises, n=3). Los datos son 

mostrados como la media±SEM (n=3, experimentos independientes para cada una de las fuentes, se realizaron 

evaluaciones por duplicado). *Indica diferencia estadísticamente significativa con  P< 0.05. 
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BM-MSCs y UCB-MSCs inducen la generación de linfocitos T reguladores.  

 

Diversos estudios señalan que  IFN, IL-10 y PGE2  son moléculas que participan en la 

inducción de Treg (Feng et al., 2008; Selmani et al., 2008; English et al., 2009). Debido a que 

detectamos un incremento en la cantidad de dichas moléculas en los co-cultivos con contacto 

en presencia de BM-MSCs y UCB-MSCs y que en estas mismas condiciones observamos 

inhibición de la proliferación de linfocitos T CD4
+
 y CD8

+
 e incremento de la subpoblación 

linfocitos T CD4
+
CTLA-4

+
, decidimos analizar si estos hallazgos estaban relacionados con la 

generación de  poblaciones con fenotipo de Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
. Asimismo, dado que 

CTLA-4 es una molécula constitutivamente expresada por los Treg y esencial para que lleven 

a cabo su función (Wing et al., 2010), también analizamos la generación de poblaciones de 

linfocitos T que desplieguen un fenotipo regulador: CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
 y 

CD8
+
CD25

+
CTLA-4

+
.  Para ello se obtuvo la población de linfocitos T de los co-cultivos con 

contacto en presencia de MSCs y se determinó sobre la fracción CD4
+
CD25

+
 el porcentaje de 

linfocitos T Foxp3
+
. También se analizó sobre las fracciones CD4

+
CD25

+
 y CD8

+
CD25

+
 el 

porcentaje de la población CTLA-4
+
 y CTLA-4

high
. El porcentaje de linfocitos T Foxp3

+
, 

CTLA-4
+
 y CTLA-4

high
 así como la MFI de CTLA-4

+
 en la fracción CD4

+
CD25

+
 observada 

en linfocitos T activados en ausencia de MSCs, se consideró como la población basal de 

linfocitos T que despliega un fenotipo de Treg (control).   

No encontramos incremento significativo en la generación de linfocitos Treg 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 en los co-cultivos de BM-MSCs y UCB-MSCs. Sin embargo, en los co-

cultivos con PL-MSC si hay una tendencia a disminuir esta población aunque no es 

estadísticamente significativa (Fig. 13). En contraste, observamos que la presencia de MSCs 
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de BM y UCB incrementan tanto el porcentaje de células CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
  sobre el 

control (98%±0.6%, 97%±0.9% y 86%±1.2%,  respectivamente; P<0.05) (Fig. 14A y B), así 

como la MFI de CTLA-4 en los linfocitos T CD4
+
CD25

+
 (2.6 veces y 2.3 veces sobre el 

control, respectivamente; P<0.05) (Fig. 14A y B). Asimismo, observamos que ambas fuentes 

de MSCs también inducen incremento en el porcentaje de células CD4
+
CD25

+
CTLA

high
 

(control: 32.8%±5.7%, BM-MSCs: 71.1%±7.5%, UCB-MSCs: 69%±5.5%; P<0.05) (Fig. 

14D). En contraste, en los co-cultivos de PL-MSCs no se observó incremento significativo en 

la población CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
 tanto en el porcentaje (Control: 86.5%±1.2%, PL-MSCs: 

85.6%±3.3%), como en la MFI (control: 1 veces y PL-MSCs: 1.2 veces). De igual manera no 

observamos incremento en el porcentaje de la población CD4
+
CD25

+
CTLA

high
 en PL-MSCs 

(Control: 32.8%±5.7%, PL-MSCs: 37.9%±8.3%). De manera interesante los valores obtenidos 

en los porcentajes y niveles de expresión de CTLA-4 en PL-MSCs son significativamente 

inferiores (CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
: 85.6%±3.3%, MFI: 1.2-fold, CD4

+
CD25

+
CTLA

high
: 

37.9%±8.3%; P<0.05)  a los observados en aquellos de MSCs de BM (CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
: 

98%±0.6%, MFI: 3.6-fold, CD4
+
CD25

+
CTLA

high
: 71.1%±7.5%) y UCB (CD4

+
CD25

+
CTLA-

4
+
: 96.9%±0.9%, MFI: 3.3-fold, CD4

+
CD25

+
CTLA

high
: 69%±5.5%) (Fig. 14). Por otra parte, 

los cambios en la expresión de CTLA-4 en los linfocitos T CD8
+
CD25

+
 no fueron 

significativos en ninguno de los co-cultivos (datos no mostrados). 
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Figura 13. Las MSCs no inducen la diferenciación de poblaciones de linfocitos T reguladoras Foxp3
+
. 

Linfocitos T CD3
+
 activados con anti-CD3/CD28 se co-cultivaron en presencia de BM-MSCs, UCB-MSCs o  

PL-MSCs en relación 1:1 (linfocitos T:MSCs). Los co-cultivos se realizaron permitiendo el contacto celular 

(barras negras). El porcentaje de la población CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 se determinó a los 3 días de cultivo. El 

porcentaje de células CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
detectadas en  linfocitos T activados en ausencia de MSCs fueron 

considerados como control (control, barras grises). Se muestra la media±SEM del porcentaje de células 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
(n=3, experimentos independientes para cada una de las fuentes y el control). 
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Figura 14. BM-MSCs y UCB-MSCs inducen la generación de poblaciones de linfocitos T con fenotipo 

regulador. Linfocitos T CD3
+
 activados con anti-CD3/CD28 se co-cultivaron en presencia de BM-MSCs, UCB-

MSCs o  PL-MSCs en relación 1:1 (linfocitos T:MSCs). Los co-cultivos se realizaron permitiendo el contacto 

celular (barras negras). El porcentaje de la población CTLA-4
+
 y CTLA-4

high
y el incremento en veces de MFI de 

CTLA-4 se determinó sobre la región CD4
+
CD25

+
 después de 3 días de cultivo. El porcentaje de células 

CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
 detectadas en  linfocitos T activados en ausencia de MSCs fueron considerados como 

control (control, barras grises). A) Gráficos de contorno representativos de un experimento.  B) Se muestra la 

media±SEM del porcentaje de CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
. C) Incremento en veces de MFI de CTLA-4

+
 en la 

población CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
.  D) Media±SEM del porcentaje de CD4

+
CD25

+
CTLA-4

high
 (n=4, experimentos 

independientes para cada una de las fuentes y el control).  *Indica diferencia estadísticamente significativa con  

P< 0.05. 
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DISCUSION 

 

Las MSCs han demostrado tener capacidad de inmunosupresión y debido a ello actualmente 

las BM-MSCs se han empleado en el tratamiento de la enfermedad injerto contra hospedero, 

patología  en la cual los linfocitos T son las principales células efectoras que atacan a los 

tejidos del paciente (Duffner et al., 2004). Si bien la BM es la principal fuente de MSCs, 

presenta algunos inconvenientes como la falta de donadores, la dificultad para obtenerlas y  

además el número de MSCs disminuye con la edad del individuo (Caplan, 2009). Nuestro 

grupo de investigación ha demostrado que MSCs provenientes de fuentes alternativas a la BM 

como UCB y PL presentan características morfológicas, inmunofenotípicas y capacidad de 

diferenciación similares a las BM-MSCs (Montesinos et al., 2009). El efecto inmunosupresor 

de las BM-MSCs ha sido reportado por varios autores (Di Nicola et al., 2002; Le Blanc et al., 

2004; Meisel et al., 2004; Aggarwal y Pittenger, 2005; Rasmusson et al., 2005; Krampera et 

al., 2006;  Selmani et al., 2008). Sin embargo, es poco conocido si las MSCs derivadas de 

UCB y PL comparten las propiedades inmunosupresoras de las BM-MSCs y así puedan ser 

consideradas como fuentes alternas en protocolos de aplicación clínica.  

Algunos estudios con MSCs obtenidas de fuentes adultas (BM o tejido adiposo-TA-) y 

fuentes neonatales (UCB y PL) han comparado diferentes características de estas células 

como: morfología, proliferación, inmunofenotipo, capacidad de diferenciación y soporte 

hematopoyético. No se han reportado diferencias significativas en cuanto a la morfología, 

inmunofenotipo y capacidad de diferenciación condrogénica y osteogénica  entre las MSCs 

derivadas de BM y PL (Kern et al., 2006; Montesinos et al., 2009). Sin embargo, se ha 

sugerido  que UCB-MSCs no tienen capacidad de diferenciación adipogénica, pero en 

contraste posee mayor capacidad de proliferación que las BM- y TA-MSCs (Kern et al., 
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2006). Además se ha visto, que las MSCs derivadas de BM y UCB tienen mayor capacidad de 

soporte hematopoyético que las TA-MSCs (Wagner et al., 2007). Este estudio es el primero 

que describe bajo las mismas condiciones de cultivo, la comparación entre las MSCs de BM, 

UCB y PL respecto a sus propiedades de inmunosupresión sobre una población enriquecida en 

linfocitos T CD3
+
. 

Las MSCs de las tres fuentes cubrieron los criterios establecidos por la ISCT 

(Dominici et al., 2006) en relación a inmunofenotipo y capacidad de diferenciación 

osteogénica y condrogénica. Sin embargo, como demostramos previamente (Montesinos et al., 

2009), las UCB-MSCs no presentaron capacidad adipogénica a diferencia de BM-MSCs y PL-

MSCs, lo cual ha sido corroborado por otros grupos de trabajo (Wagner et al., 2005; Kern et 

al., 2006).  Aunado a lo anterior, de manera cualitativa observamos, que PL-MSCs tiene 

menor capacidad adipogénica que BM-MSCs. Es interesante resaltar, que las MSCs de ambas 

fuentes neonatales no presentan la misma capacidad de diferenciación adipogénica que la 

observada en la fuente adulta, este aspecto puede estar relacionado al hecho de que en los 

adultos, se incrementa la formación de adipocitos en la BM y por tanto estas MSCs pueden 

tener mayor tendencia hacia este linaje, comparadas con la fuentes neonatales, las cuales 

pueden estar predispuestas a generar tejidos de soporte (hueso y cartílago) importantes para 

esta etapa del desarrollo. Esta hipótesis es apoyada por estudios previos que sugieren 

diferencias en la capacidad adipogénica entre MSCs de niños y adultos (Muraglia et al., 2000). 

La mayoría de los estudios previos analizan la capacidad inmunosupresora de las BM-

MSCs y otras fuentes alternativas como amnios, PL, gelatina de Wharton o cordón umbilical 

sobre CMSP activadas con aloantígenos o PHA (Krampera et al., 2006;  Selmani et al., 2008; 

Ramasamy et al., 2008; Najar et al., 2010; Manochantr et al., 2013),  pocos trabajos analizan 

la inmunosupresión de las BM-MSCs sobre poblaciones enriquecidas de linfocitos T CD3+ 
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(Le Blanc et al., 2004; Di Ianni et al., 2008;  Kronsteiner et al., 2011; Luan et al., 2013), lo 

cual es importante en el contexto de la GVHD, porque los linfocitos T son las principales 

células efectoras en esta enfermedad  (Duffner et al., 2004).  Aunado a lo anterior, el efecto 

inmunosupresor de UCB-MSCs sobre esta población no se conoce aún. Para evaluar este 

aspecto, analizamos el efecto inmunosupresor de las MSCs provenientes de las tres fuentes 

sobre la proliferación de una población enriquecida en linfocitos T CD3
+
. Observamos que las 

MSCs de BM, UCB y en menor grado PL-MSCs disminuyen la proliferación de linfocitos T 

CD3
+ 

activados con anti-CD3/CD28, únicamente cuando hay contacto directo entre las dos 

poblaciones celulares. Resultados similares fueron obtenidos con BM-MSCs de ratón (Xu et 

al., 2007). Además, varios trabajos han demostrado que la falta de contacto celular afecta la 

inmunosupresión ejercida por las MSCs, ya que la disminución de la proliferación de lo 

linfocitos T activados es menos evidente (Di Nicola et al.,  2003; Li et al., 2007; Selmani et 

al., 2008; Sheng et al., 2008;  Wang et al., 2009; Giuliani et al., 2011; Tipnis et al., 2010). 

A pesar de la importancia del contacto celular en la inmunosupresión ejercida por las 

MSCs poco se conoce sobre los mecanismos involucrados en este proceso. Al respecto se ha 

mostrado que la expresión de las moléculas de adhesión ICAM-I y VCAM-I en las MSCs, 

disminuye la proliferación de esplenocitos activados con anti-CD3 (Ren et al., 2010). También 

se sabe que ambas moléculas tienen la capacidad de inducir la expresión de CTLA-4 en 

linfocitos T (Damle et al., 1994),  la cual está involucrada en la inhibición de la proliferación 

de estas células (Jago et al., 2004). Además, el contacto entre las MSCs y los LT incrementa la 

expresión de moléculas inmunosupresoras como IL-10, HLA-G1 y HLA-G5 (Augello et al., 

2005; Prevosto et al., 2007; Selmani et al., 2008; Giuliani et al., 2011), las cuales también 

afectan la proliferación de los linfocitos T.  Se ha demostrado, que HLA-G1 se incrementa en 

las MSCs cultivadas con linfocitos T activados (Giuliani et al., 2011) y al parecer esta 
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molécula es la responsable de estimular la secreción inicial de IL-10, la cual estimula la 

secreción de HLA-G5  en las MSCs, a su vez, esta molécula mediante un mecanismo de 

retroalimentación positivo estimula la secreción de IL-10. Se ha demostrado que el incremento 

en la secreción de HLA-G5 es más evidente en co-cultivos con contacto celular entre las 

MSCs y los linfocitos T (Selmani et al., 2008). 

Cuando analizamos si las poblaciones de linfocitos T  CD4
+
 y CD8

+
 son igualmente 

afectadas por las MSCs de las tres fuentes, observamos que las BM-MSCs y UCB-MSCs son 

capaces de disminuir significativamente la proliferación de linfocitos T CD4
+ 

y CD8
+
, 

mientras que las PL-MSCs únicamente disminuyeron la proliferación de los Linfocitos T 

CD4
+
. Estas observaciones concuerdan con trabajos previos que demuestran que las MSCs de 

BM y UCB tienen la misma capacidad inmunosupresora sobre células mononucleares de 

sangre periférica en MLR y ensayos de activación con PHA (Wang et al., 2009; Avanzini et 

al., 2009). Asimismo, Chang y cols (2006), empleando un modelo de CMSP activadas con 

aloantígenos, reportaron que  PL-MSCs disminuyen de forma más eficiente la proliferación de 

linfocitos T CD4
+
 que la de linfocitos T CD8

+
. Nuestros resultados demuestran por primera 

vez que bajo las mismas condiciones de cultivo las MSCs provenientes de BM y UCB tienen 

un mayor potencial de inmunosupresión sobre la población de linfocitos T CD3
+
 que aquellas 

provenientes de PL.  

La inhibición de la proliferación de linfocitos T observada podría estar relacionada con 

la disminución en la expresión de CD25, CD69 y CTLA-4.  Varios estudios han descrito el 

efecto de las MSCs provenientes de BM sobre la expresión de estas moléculas (Le Blanc et al., 

2004; Groh et al., 2005; Krampera et al., 2006; Ramasamy et al., 2008). Sin embargo, se 

desconoce el efecto de UCB-MSCs y PL-MSCs. Nosotros encontramos que MSCs de las tres 

fuentes analizadas no modifican la expresión de CD25 y CD69 en linfocitos T CD3
+
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activados, lo cual concuerda con estudios previos con BM-MSCs (Krampera M et al., 2006; 

Ramasamy R et al., 2008).  

Por otra parte, observamos que las MSCs de BM y UCB no modifican la expresión de 

CTLA-4 a las 24 horas, a diferencia de PL que la disminuye significativamente, respecto a 

BM y UCB-MSCs.  Al respecto, se ha demostrado que BM-MSCs no modifica la expresión de 

CTLA-4 en poblaciones enriquecidas en linfocitos T CD4+ y CD8+ activados (Krampera et 

al., 2006), lo cual concuerda con nuestros resultados.  La tendencia en la expresión de CTLA-

4 observada a las 24 horas de cultivo con MSCs de las tres fuentes, se hizo significativa a los 

tres días de cultivo y este efecto únicamente se observó en condiciones de contacto entre las 

MSCs y los linfocitos T, donde observamos un incremento significativo en la expresión de 

CTLA-4 en linfocitos T activados en presencia de BM y UCB-MSCs, pero no en co-cultivos 

con PL-MSCs. Es importante mencionar que el incremento en la expresión de CTLA-4 

concuerda con la mayor capacidad de ambas fuentes de disminuir la proliferación de linfocitos 

T, lo cual sugiere la participación de poblaciones de Treg CTLA-4+ en dicho proceso de 

inhibición. 

Debido a que observamos disminución de la proliferación de linfocitos T únicamente 

en los co-cultivos con contacto, supusimos que PD-L1, una molécula involucrada en la 

inmunosupresión ejercida por las MSCs a través del contacto célula-célula (Sheng et al., 

2008), podría incrementar su expresión en las MSCs. Nuestros resultados demuestran que las 

MSCs de las tres fuentes incrementan la expresión de PD-L1 en los co-cultivos con o sin 

contacto celular. Resultados similares fueron observados en BM-MSCs (Mourez et al., 2007; 

Sheng et al., 2008) y PL-MSCs (Chang et al., 2006). Sin embargo, este es el primer estudio 

que muestra el incremento en UCB-MSCs. 
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El IFN puede actuar como una citocina inmunosupresora capaz de inhibir 

directamente la proliferación, inducir apoptosis en linfocitos T (Feng et al., 2008; Lu y Waller 

2009), estimular la síntesis de moléculas inmunosupresoras como la IDO, PGE2 y PD-L1 en 

MSCs (Meisel et al., 2004; Aggarwal et al., 2005; Sheng et al., 2008) y favorecer la capacidad 

inmunosupresora de las MSCs (Krampera et al., 2006; Ryan et al., 2007; Polchert et al., 2008). 

Por tal razón decidimos analizar la expresión de esta molécula en nuestros co-cultivos con y 

sin contacto celular. Detectamos incremento significativo de IFN en el sobrenadante de los 

co-cultivos con contacto celular en presencia de las MSCs derivadas de las tres fuentes. Este  

resultado podría explicar el incremento en la expresión de PD-L1 en los co-cultivos con y sin 

contacto celular, pues se sabe que esta citocina, aún a bajas concentraciones, es capaz de 

estimular la expresión de esta molécula en las MSCs derivadas de BM (Mourez et al., 2007) y 

cordón umbilical (Mourez et al., 2007; Tipnis et al., 2010). En los co-cultivos con PL-MSCs, 

posiblemente el IFN estimula la secreción de IDO (Chang et al., 2006; Jones et al., 2007). La 

cual es una enzima capaz de agotar el triptófano, lo que resulta en la inhibición de la 

proliferación de los linfocitos T CD4
+
 y CD8

+
. No obstante se ha propuesto que estos últimos 

son más resistentes a este mecanismo de inmunosupresión que los CD4
+
 (Boasso et al., 2005) 

lo cual explicaría porque observamos disminución de la proliferación de linfocitos T CD4
+
, 

pero no de CD8
+ 

en los co-cultivos con PL-MSCs. Nuestros resultados contradicen reportes 

previos en donde la presencia de BM-MSCs no afecta o bien disminuye la secreción de IFN 

por las linfocitos T activados (Sheng et al., 2008; Ramasamy et al., 2008, Chiesa et al., 2012); 

no obstante, recientemente se reportó que el efecto de las MSCs sobre la secreción de IFN 

depende de la fuente de linfocitos T empleada. Así, se ha observado que la presencia de BM-
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MSCs favorece la secreción de IFN por los LT CD3+ activados con anti-CD3/CD28 

(Kronsteiner et al., 2011).  

Todos estos resultados apoyan nuestras observaciones, en las cuales las MSCs al estar 

en contacto con los linfocitos T activados, incrementan la secreción de IFN y esto 

aparentemente se correlaciona con la menor proliferación de los linfocitos T. En este contexto, 

PD-L1 podría participar activamente por contacto celular, como se ha demostrado previamente 

en BM-MSCs y PL-MSCs (Sheng et al., 2008; Lu et al., 2009).  

De igual manera, la disminución de la proliferación observada en los co-cultivos podría 

estar relacionada con la presencia de citocinas inmunosupresoras. Se ha demostrado que la 

activación de linfocitos T en presencia de BM-MSCs disminuye la secreción de citocinas pro-

inflamatorias tipo Th1 (TNFα e IFN) e induce la secreción de citocinas anti-inflamatorias 

tipo Th2 (IL-4 e IL-10) (Aggarwal and Pittenger et al., 2005). Además, IFN  junto con TNFα 

incrementa la inmunosupresión de las MSCs al  favorecer la secreción de moléculas 

inmunosupresoras como la  PGE2 (Aggarwal and Pittenger et al., 2005., Krampera et al., 

2006). Por ello, también analizamos la secreción de TNF, IL-10 e IL-4. Los resultados 

demuestran que no hay un incremento significativo en la expresión de IL-4, lo que nos sugiere 

que no se genera una respuesta evidente tipo Th2 en presencia de las MSCs provenientes de 

las tres fuentes. Sin embargo, observamos disminución en la secreción de TNFα en los co-

cultivos con BM y UCB-MSCs, lo cual sugiere una disminución de la respuesta tipo Th1, 

como ha sido previamente demostrado (Aggarwal and Pittenger et al., 2005). Por otra parte, se 

presenta un incremento significativo de IL-10 en los co-cultivos con contacto de BM-MSCs y 

UCB-MSCs. Interesantemente no observamos cambios en el patrón de secreción de TNFα e 
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IL-10 en los co-cultivos con PL-MSCs lo cual está relacionado con su menor potencial 

inmunosupresor. 

Se ha observado que la IL-10 es importante en la inmunosupresión mediada por las 

BM-MSCs, además de estar involucrada en la generación de linfocitos Treg (Ryan et al., 

2007; Selmani et al., 2008). Reportes previos han demostrado que la inhibición del contacto 

celular entre las BM-MSCs y linfocitos T afecta el incremento de la secreción de IL-10 

(Auguello et al., 2005; Prevosto et al., 2007; Selmani et al., 2008).  Así, en nuestro sistema, la 

inmunosupresión ejercida por las BM-MSCs y UCB-MSCs a través del contacto celular, 

pudiera llevarse a cabo mediante mecanismos similares; dado que ambas fuentes de MSCs 

estimulan la expresión de CTLA-4 en los linfocitos T CD4
+
 e incrementan la concentración de 

IL-10 e IFN en los sobrenadantes de los co-cultivos,  de manera contraria esto no se observa 

en los co-cultivos con las PL-MSCs.  

Las altas concentraciones de IFN e IL-10 observadas  en los sobrenadantes de los co-

cultivos con BM-MSCs y UCB-MSCs, sugieren que en nuestro sistema probablemente se está 

generando una población de linfocitos Treg tipo Tr1, los cuales se caracterizan por la 

secreción de ambas citocinas. Esta idea es apoyada por estudios recientes, en los cuales, 

mediante un modelo in vivo de arteriosclerosis del trasplante (arterias obstruidas),  se demostró 

que la administración local de BM-MSCs es capaz de prevenir esta patología, a través del 

incremento local de IFN e IL-10 (Jui et al., 2012). Posteriormente, en estudios in vitro se 

observó que la presencia de BM-MSCs favorece la generación de linfocitos TR1 con el 

fenotipo IL-10
+
 IFN

+
 CD4

+
 (Hsu et al., 2013).  La función inmunosupresora de ambas 

citocinas sería relevante en el proceso de resolución de la inflamación en enfermedades 

autoinmunes  o trasplantes. 
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Por otra parte, se ha demostrado que el IFN estimula la secreción de PGE2 en las 

MSCs (Rasmusson et al., 2005; Aggarwal and Pittenger et al., 2005, Ryan et al., 2007;  

Avanzani et al., 2009). La PGE2 es un factor lipídico importante en la inmunosupresión 

mediada por las MSCs sobre linfocitos T: disminuye su proliferación, estimula la secreción de 

IL-4 e IL-10 y promueve la generación de linfocitos Treg adaptativos CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 

(Kalinski, 2012). Nosotros detectamos incremento de PGE2 en los co-cultivos con contacto de 

BM-MSCs y UCB-MSCs, debido probablemente a la presencia de IFN, como lo han sugerido 

estudios con BM-MSCs (Aggarwal y Pittenger et al., 2005; Ryan et al., 2007; Rasmusson et 

al., 2005). Sin embargo, no observamos incremento en la concentración de PGE2 en los co-

cultivos con PL-MSCs, lo cual indica que el IFN no es la única molécula que induce la 

secreción de PGE2. Así, probablemente TGFβ y EGF pueden participar en dicha inducción, 

como se ha demostrado previamente en células de amnios (Kniss et al., 1993). Al momento no 

se ha publicado la participación de PGE2 en la inmunsoupresión mediada por las PL-MSCs y 

nuestros resultados sugieren que la PGE2 podría participar en la inmunosupresión mediada por 

las MSCs de BM y UCB pero no en las de PL. 

Debido a que encontramos altas concentraciones de INF, IL-10 y PGE2 en los co-

cultivos con contacto celular realizados en presencia de BM-MSCs y UCB-MSCs y dado que 

estas citocinas favorecen la generación de linfocitos Treg (Feng et al., 2008; Selmani et al., 

2008; English et al., 2009), decidimos determinar la presencia de estas poblaciones en  

nuestros co-cultivos. No detectamos incremento en la generación de linfocitos T 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 y CD8

+
CD25

+
CTLA-4

+
 en las tres fuentes analizadas, sin embargo 

observamos incremento significativo en las poblaciones de linfocitos T con inmunofenotipo de 

Treg (CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
) en co-cultivos con BM-MSCs y UCB-MSCs lo cual concuerda 
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con estudios previos (Maccario et al., 2005; Avanzini et al., 2009). Este es el primer estudio 

que analiza la capacidad de PL-MSCs para inducir la generación de Treg. Bajo nuestras 

condiciones estas células no tienen la capacidad de generar linfocitos T con inmunofenotipo 

de Treg CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
 T, lo cual concuerda con su menor capacidad para disminuir la 

proliferación de linfocitos T observada en  este estudio. Se ha propuesto que CTLA-4 es  

capaz de inducir la expresión de IDO en linfocitos T CD4
+
, lo cual podría suceder en nuestro 

sistema, dado que este efecto depende de la presencia de INF (Boasso et al., 2005), citocina 

que detectamos en cantidades incrementadas en los co-cultivos, en donde también se generan 

las poblaciones de linfocitos T que despliegan fenotipo regulador. 

Aunque encontramos diferencias entre PL-MSCs y BM-MSCs, al parecer el potencial 

de inmunosupresión no está relacionado con la edad o etapa ontogénica, debido a que tal 

propiedad fue similar entre BM-MSCs y UCB-MSCs. Se ha demostrado que durante el 

senescencia se afectan principalmente tres aspectos de las MSCs: proliferación, capacidad de 

diferenciación y estabilidad del genoma (Wagner et al., 2009); lo cual puede influir en la 

calidad de las MSCs. Aunque se ha sugerido que la disminución en la capacidad de 

regeneración de tejidos durante el senescencia,  puede deberse en parte al número de MSCs 

presentes en tales tejidos (Caplan, 2009; Raggi y Berardi et al., 2012).  Así, se ha demostrado 

que un recién nacido posee una MSC por cada 10000 CMN de BM, mientras que en un  

adolescente la frecuencia de MSCs es diez veces menor. Asimismo, en la etapa adulta (30-50 

años) se encuentra una MSC por cada 250-400 mil CMN. Debido a que observamos capacidad 

inmunosupresora similar entre las MSCs derivadas de BM y UCB, sugerimos que esta  

propiedad de las MSCs no es afectada por la etapa ontogénica.  
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Las células troncales obtenidas de diferentes fuentes, tienen propiedades similares a  

las BM-MSCs, tales como capacidad de formar colonias, inmunofenotipo  y potencial de 

diferenciación. Sin embargo, aunque comparten algunas características, no son poblaciones 

iguales. La heterogeneidad observada en estas poblaciones puede reflejar diferencias en la 

función biológica del tejido del cual provienen.  En este contexto, se sabe que al finalizar el 

embarazo la principal función de la placenta, en particular del amnios y el corion, es la 

producción de PGE2. Durante la labor de parto  se incrementa la concentración de PGE2 en el 

fluido amniótico,  estimulando las contracciones del útero y la expulsión del producto (Challis 

et al., 2002). La producción de este mediador lipídico en la placenta es regulada por varios 

factores, entre ellos la IL-1β, TNFα  y el cortisol (Peltier 2003). Es probable que estos mismos 

mecanismos estén involucrados en la estimulación de la secreción de PGE2 en las PL-MSCs. 

Por ello, no observamos incremento en su secreción, lo cual repercute en su capacidad 

inmunosupresora. Debido a lo anterior, es importante considerar todas estas propiedades al 

momento de elegir una fuente apropiada de MSCs para emplearla en protocolos clínicos. Así 

como el contexto fisiológico en el cual se van a administrar.  

En resumen, nuestro estudio evidencía que las PL-MSCs poseen menor potencial de 

inmunosupresión que BM-MSCs y UCB-MSCs. Sin embargo, el contacto entre las MSCs de 

las tres fuentes y los linfocitos T CD3
+
  es esencial para el proceso de inmunosupresión.  A 

diferencia de PL-MSCs, BM-MSCs y UCB-MSCs disminuyen la proliferación de linfocitos T 

CD4
+
 y CD8

+
, incrementan la expresión de IL-10, IFN y PGE2 e inducen la generación de 

linfocitos T con fenotipo regulador CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+
. En conjunto, estos datos sugieren 

que BM-MSCs y UCB-MSCs tienen propiedades inmunosupresoras similares. Este es el 

primer estudio comparativo entre las propiedades inmunosupresoras de las tres fuentes de 
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MSCs sobre poblaciones enriquecidas en linfocitos T CD3
+
 y sugiere que UCB-MSCs serían 

una mejor fuente alternativa a las BM-MSCs, para ser utilizadas en protocolos de terapia 

celular para tratamientos de enfermedades inmunológicas como GVHD, rechazo de injerto o 

enfermedades autoinmunes. 
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CONCLUSIONES 

 

 Las MSCs derivadas de BM y UCB presentan mayor potencial de inmunosupresión 

sobre una población enriquecida en linfocitos T CD3
+
 que PL-MSCs. Sin embargo, 

para las tres fuentes el contacto entre las MSCs y los linfocitos T  es esencial para el 

proceso de inmunosupresión. 

  La mayor capacidad inmunosupresora observada en las BM-MSCs y UCB-MSCs 

sobre los LT CD4
+
 y CD8

+
, se acompaña del incremento en la expresión de IFN,  IL-

10 y PGE2 e inducción de la generación de linfocitos T con fenotipo regulador CD4
+
 

CD25
+
 CTLA-4

+
. 

 La presencia de MSCs derivadas de las tres fuentes inducen incremento en la expresión 

de IFN, lo cual  estimula la expresión de PD-L1 en las MSCs. 
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PERSPECTIVAS 

 

Las MSCs tienen propiedades inmunosupresoras sobre diferentes componentes del sistema 

inmune y emplean diversos mecanismos para llevarla a cabo. Sería interesante  determinar, 

mediante el uso de anticuerpos, el grado de participación de PD-L1, CTLA-4, IL-10 y PGE2 en 

la inmunosupresión observada en nuestro sistema, así como analizar, mediante ensayos 

funcionales en cultivo mixto de linfocitos, la capacidad inmunosupresora de las poblaciones 

de linfocitos T reguladores CD4
+
CD25

+
CTLA-4

+ 
encontrada en los co-cultivos. Aunado a lo 

anterior, también sería interesante comprobar si realmente se está generando una población de 

linfocitos T reguladores tipo Tr1, productores de IL-10 e IFN, y determinar mediante ensayos 

funcionales su capacidad inmunosupresora. 

 

Con nuestro trabajo establecimos algunas diferencias en las propiedades 

inmunosupresoras de las MSCs derivadas BM, UCB y PL sobre una población enriquecida en 

linfocitos T CD3
+
. Nuestros datos contribuyen al conocimiento biológico de las MSCs 

obtenidas de estas tres fuentes. Esto es importante dado que su uso en algunos protocolos de 

terapia celular es ya una realidad. Determinar las diferencias en su biología, puede favorecer 

una mejor decisión para su uso. En este sentido, sería importante determinar si las diferencias 

observadas en la capacidad inmunosupresora entre las MSCs de BM, UCB y PL, se mantiene 

en un contexto de activación por aloantígenos en un cultivo mixto de linfocitos, así como 

analizar su efecto inmunosupresor sobre otras células del sistema inmune como células 

dendríticas y células NK. Aunado a lo anterior, también sería importante validar los hallazgos 

in vitro en un modelo murino  de enfermedad injerto contra hospedero. 
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In Vitro Evidence of the Presence of Mesenchymal
Stromal Cells in Cervical Cancer and Their Role

in Protecting Cancer Cells from Cytotoxic T Cell Activity

Juan J. Montesinos,1 Marı́a de L. Mora-Garcı́a,2 Héctor Mayani,3 Eugenia Flores-Figueroa,4

Rosario Garcı́a-Rocha,5 Guadalupe R. Fajardo-Orduña,1 Marta E. Castro-Manrreza,1

Benny Weiss-Steider,2 and Alberto Monroy-Garcı́a5

Mesenchymal stromal cells (MSCs) have been isolated from different tumors and it has been suggested that they
support tumor growth through immunosuppression processes that favor tumor cell evasion from the immune
system. To date, however, the presence of MSCs in cervical cancer (CeCa) and their possible role in tumor
growth remains unknown. Herein we report on the presence of MSCs in cervical tissue, both in normal con-
ditions (NCx-MSCs) and in CeCa (CeCa-MSCs), and described several biological properties of such cells. Our
study showed similar patterns of cell surface antigen expression, but distinct differentiation potentials, when we
compared both cervical MSC populations to MSCs from normal bone marrow (BM-MSCs, the gold standard).
Interestingly, CeCa-MSCs were negative for the presence of human papiloma virus, indicating that these cells
are not infected by such a viral agent. Also, interestingly, and in contrast to NCx-MSCs, CeCa-MSCs induced
significant downregulation of surface HLA class I molecules (HLA-A*0201) on CaSki cells and other CeCa cell
lines. We further observed that CeCa-MSCs inhibited antigen-specific T cell recognition of CaSki cells by cy-
totoxic T lymphocytes (CTLs). HLA class I downregulation on CeCa cells correlated with the production of IL-10
in cell cocultures. Importantly, this cytokine strongly suppressed recognition of CeCa cells by CTLs. In sum-
mary, this study demonstrates the presence of MSCs in CeCa and suggests that tumor-derived MSCs may
provide immune protection to tumor cells by inducing downregulation of HLA class I molecules. This mech-
anism may have important implications in tumor growth.

Introduction

Mesenchymal stromal cells (MSCs) are a heteroge-
neous subset of stem cells that can be isolated from

many adult tissues. They can differentiate into cells of the
mesodermal lineage, such as adipocytes, osteocytes, and
chondrocytes, as well as cells of other embryonic lineages [1].
MSCs can interact with cells of both the innate and adaptive
immune systems and exert profound effects in immune re-
sponses, primarily through the production of immunosup-
pressive molecules, including prostaglandin E2, nitric oxide,
indoleamine 2,3-dioxygenase, soluble (s) major histocompat-
ibility complex (MHC), class I, G5 (sHLA-G5), transforming
growth factor alpha (TGF-a), and interleukin-10 (IL-10) [1,2],
that affect several functions of immunocompetent cells, such
as the lymphocyte cytotoxic activity [3].

Some studies suggest that MSCs contribute to the forma-
tion of tumor stroma and provide a permissive niche for
tumor development through immunosuppression processes
that favor evasion from the immune system [4,5]. Such
processes have been implicated in several aspects of epithe-
lial tumor biology, such as tumor growth, neoplastic pro-
gression, angiogenesis, and metastasis [6,7]. MSCs have been
isolated from different tumor types such as ovarian carci-
nomas [8], giant cell tumors of bone [9], neuroblastomas [10],
osteosarcomas [11], lipomas [12], and gastric cancer [13];
however, the presence of MSCs in cervical cancer (CeCa) and
their possible role in such tumor growth have not been
documented.

It has been shown that tumors have multiple mechanisms
to evade the immune response. Among them, they possess
the ability to block the maturation and function of antigen-
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presenting cells (APCs) and cause alterations in T cell signal
transduction and function [14]. In this context, the lack or
suppression of MHC class I surface expression in cancer cells
is accompanied by a reduction in the recognition and lysis of
tumor cells by CD8 + CTLs, which is further associated with
disease progression [15]. Abnormalities in the surface ex-
pression of MHC class I molecules are common in CeCa cells
and such abnormalities are often associated with defects in
elements of the antigen-processing machinery and are usu-
ally influenced by the tumor environment [16,17]. Interest-
ingly, MSCs have been shown to induce changes in the
maturation and function of normal APCs, including reduced
expression of MHC class I and II antigens and costimulatory
molecules, resulting in APCs unable to support T cell re-
sponse [18].

On the other hand, it is known that MSCs produce and
secrete IL-10 [19], a pleiotropic cytokine that displays im-
munoregulatory effects and that is associated to MHC class I
downregulation [20,21]. Indeed, in CeCa patients, a higher
expression of IL-10 in cervical tissue has been correlated with
a reduced immune response against tumors and with de-
velopment of high-grade lesions [22,23].

Based on all of these notions, and in trying to contribute to
our understanding of the role of MSCs in tumor biology, in
the present study, we have looked for the presence of MSCs
in the normal cervix (NCx) and in CeCa, and characterized
them in terms of their immunophenotype and differentiation
potentials. We have further assessed their capacity to mod-
ulate the expression of MHC class I molecules on cervical
tumor cells. We have also determined the participation of IL-
10 in such an expression, and the ability of MSCs to alter
immune recognition by T cells. Throughout this study, we
have compared cervix MSCs—both normal and neoplastic—
with MSCs derived from normal bone marrow (BM), which
are considered as the MSC gold standard.

Materials and Methods

Isolation and culture of BM-derived MSCs

BM cells, collected according to institutional guidelines,
were obtained from five hematologically normal BM trans-
plant donors. MSCs were obtained by a negative selection
procedure (RosetteSep� System; StemCell Technologies, Inc.
[STI]) as previously described by our group [24]. Briefly,
mononucleated cells were isolated from BM aspirates and
were resuspended in low-glucose-DMEM (Lg-DMEM, [Gib-
co]) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco
BRL), and seeded at a density of 0.2 · 106 cells per cm2 into
T25 cell culture flasks (Corning, Inc.). After 4 days, the
nonadherent cells were removed and a fresh medium was
added. When cultures reached 80% confluence, they were
digested with trypsin-EDTA (0.05% Trypsin-0.53 mM EDTA;
[Gibco]) and subcultured at a density of 1 · 103 cells/cm2 into
T75 flasks (Corning). At the second passage, cells were har-
vested and analyzed.

Isolation and culture of NCx
and CeCa-derived MSCs

NCx samples were obtained from five normal subjects
who had hysterectomy surgery. CeCa samples were ob-
tained from biopsies from two patients in stage IIIB and

three patients in stage IIB. These procedures have been ap-
proved by the local ethics committee.

In the case of CeCa samples, biopsies were sent to the
Pathology Department for routine diagnosis. Another part of
the specimen biopsy was immediately frozen at - 20�C for
human papiloma virus (HPV) typing and the remaining was
intended to culture.

NCx and CeCa-derived MSCs were obtained by the en-
zymatic digestion procedure. Cervical biopsy was dissected
into small pieces. The chopped tissues were digested with
trypsin-EDTA and single-cell suspension was collected by
flushing the tissue parts through a 100-mm nylon filter and
centrifuged to obtain the cell pellet. Total numbers of
mononucleated and viable cells were determined, seeded,
and manipulated as described for BM.

Cell surface antigen analysis of MSCs

Flow cytometry analysis of cultured MSCs was performed
as described previously [24]. Directly conjugated antibodies
used included one or two of the following mAbs: 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-CD62L-FITC, anti-CD105-PE, and anti-HLA-DR-PE (all:
Caltag Laboratories); anti-CD49b-PE, anti-CD58-PE, anti-
CD73-PE, anti-CD166-PE, and anti-HLA-ABC-FITC (all:
Beckton Dickinson/PharMingen), anti-CD90-FITC (Immuno-
tech) and anti-CD133-PE (Miltenyi Biotec GmbH). Cells in-
cubated with their corresponding isotype control (Caltag
Laboratories) were also included. The labeled cells were
analyzed on a Coulter Epics Altra Flow Cytometer (Beckman
Coulter) by collecting a minimum of 10,000 events. The data
were analyzed with CellQuest software (BD Biosciences).

MSCs differentiation

Differentiation analysis of MSCs was performed as de-
scribed previously [24]. To induce adipogenic differentiation,
cells were incubated for 2 weeks in the adipogenic medium
consisting of MesenCult� (STI) supplemented with MSC
adipogenic stimulatory supplements (STI), according to the
manufacturer’s instructions. Cell morphology was examined
under a phase-contrast microscope to confirm the formation
of neutral lipid vacuoles. The presence of neutral lipids was
visualized by staining with Oil Red O (Sigma- Aldrich).

To induce osteogenic differentiation, a Stem Cell Kit�
(SCK; STI), consisting of MesenCult� supplemented with
15% osteogenic stimulatory supplements, 10 - 8 M dexa-
methasone, 0.2 mM ascorbic acid, and 10 mM b-glycerol
phosphate, was used. Cells were incubated in the presence of
SCK for 3 weeks and osteogenic differentiation was evalu-
ated by detection of calcium deposition stained using the von
Kossa technique.

For chondrogenic differentiation, 2.5 · 105 cells were centri-
fuged at 150 g for 5 min to form a pelleted micromass in the
bottom of the tube. This was incubated for up to 28 days with
the chondrogenic induction medium (Cambrex Bio Science
Walkersville, Inc.), consisting of the chondrogenic differen-
tiation basal medium supplemented with SingleQuots of
dexamethasone, ascorbate, insulin-transferrin-selenium (ITS) +
supplement, penicillin/streptavidin, sodium pyruvate, pro-
line, and L-glutamine and 10 ng/mL TGF-b (Cambrex) was
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added. Every 3–4 days, the medium was changed; after 28
days, the micromass was fixed, embedded, microtome cut
and stained with Alcian blue or Mason’s trichromic dye
(Sigma-Aldrich).

HLA class I expression of CeCa cell lines

Flow cytometry analysis to determine HLA class I ex-
pression on cell surface of cultured CaSki (HPV16 + , HLA-
A*0201 + ), HeLa (HPV18 + ), and C33A (HPV - ) human
CeCa cell lines, was performed as described for MSCs.
Monoclonal antibodies were obtained from hybridomas
supernatants: PA2.1 (anti-HLA-A2, -A28) mAb was pur-
chased from American Type Culture Collection and the
W6/32 mAb, which recognizes a conformational epitope on
the intact heavy chain/b2microglobulin complex, was
generously supplied by Dr. Gerd Moldenhauer of the
German Cancer Research Center, Heilderberg, Germany.
Cell samples were analyzed in a FACSCalibur flow cyto-
meter (Becton Dickinson & Co.). After gating out cell de-
bris, 10,000 events were analyzed for their fluorescence
intensity. In all experiments, the fluorescence intensity was
determined at least three times, where each of the 10,000
events were gated and showed as the mean fluorescence
intensity (MFI) – SD. The staining with the FITC-labeled
secondary antibody alone was considered as a negative
control.

HPV typing

The MY09 and MY11 L1 consensus primers, which rec-
ognize a conserved region in the L1 open reading frame,
producing a fragment of 450 bp and HPV16 E7-specific
primers, which amplify a fragment of 100 bp [25], were used
to examine the presence of HPV DNA in the genomic DNA
of each b-actin (238 pb)-positive tumor samples and BM-,
NCx-, and CeCa-derived MSCs. The positive control con-
sisted of DNA from the CaSki line, which contains the
HPV16 + . The negative control consisted of DNA from the
HeLa line, HPV18 + .

The conditions of amplification were as follows: denatur-
ing at 94�C for 15 s, primer annealing at 58�C for 30 s, and
extension at 72�C for 1 min, for a total of 35 cycles, the final
cycle included an incubation at 72�C for 10 min. Seven mi-
croliters of the amplification product was electrophoresed in
1.5% agarose containing 0.5 mg/mL of ethidium bromide and
visualized by UV light. The consensus primers used for L1
amplification were MY09: 5¢cgtccmarrggawactgatc3¢ and
MY11: 5¢gcmcagggwcataayaatgg3¢, while oligonucleotide
sequences used in the HPV16 + type-specific PCR were sense
5¢gatgaaatagatggtccagc3¢ and antisense 5¢gctttgtacgcacaacc
gaagc3¢ [25].

MSC/CeCa cell line cocultures

CeCa cell lines were cultured alone or cocultured for 24,
48, 72, and 96 h with BM-, NCx-, or CeCa-derived MSCs at
different ratios 1:100, 1:10, and 1:1. In these experiments, cells
were separated from MSCs by a transwell chamber (Millicell
chamber). After coculture, CeCa cell lines were analyzed for
HLA class I expression by using PA2.1 and W6/32 mono-
clonal antibodies.

Conditioned media activity and IL-10 quantification
and neutralization activity

To analyze the activity of conditioned media from either
MSC cultures or MSC/CaSki cocultures, CaSki cells were
cultured in the presence of 40% of the corresponding con-
ditioned media. After 96 h of cell culture, expression of the
total HLA class I molecules and HLA-A2 alleles was deter-
mined by flow cytometry as previously described.

To quantify IL-10 contained in the conditioned media of
MSCs and MSC/CaSki cell cocultures, we used a Human IL-
10 ELISA Development Kit (Peprotech). The assay was per-
formed according to the manufacturer’s protocol.

To determine the effect of rhIL-10 on the expression of HLA
class molecules, CeCa cells were cultured in the presence of
40% of the conditioned media (derived from either MSC cul-
tures or MSC-CaSki cocultures) or increasing amounts of hrIL-
10 (Peprotech), from 0.125 ng/mL to 4 ng/mL. To neutralize
the biological activity of rhIL-10 or IL-10 contained in condi-
tioned media of the MSCs and MSC/CaSki cell cocultures, the
rabbit anti-human IL-10 neutralizing specific antibody (Pe-
protech) was added according to the Peprotech’s protocol.
After 96 h of culture, the expression of HLA class I molecules
was determined on the cells by flow cytometry.

In vitro induction of CTL response

To stimulate CTLs, we used a method previously reported
[26]. Briefly, PBLs derived from patients with CeCa and
positives for HPV16 and for the HLA-A*0201 allele, were
incubated with the antigenic peptides TLGIVCPIC (86–94
sequence) and YMLDLQPETT (11–20 sequence) derived
from the E7 HPV16 protein, which specifically binds to the
HLA-A2 allele [27]. The cells were restimulated with the T2
cell line previously loaded with the peptides and in the
presence of b2-microglobulin plus rIL-2 and rIL-15. Cyto-
toxicity assays were performed on day 21 after purification
of CD8 + T lymphocytes by using the EasySep Negative
Human CD8 + kit (StemCell Tech).

Cytotoxicity assays

CaSki cells, previously cultured in the presence of rhIL-10 or
cocultured with MSCs, in the presence or absence of the human
IL-10 neutralizing specific antibody (1.8mg/mL) at different
ratios (1:100, 1:50, and 1:25), were used as target cells after
labeled with [51Cr] (Amersham). Different numbers of effector
cells in 50mL of a complete medium were incubated, and then
104 [51Cr]-labeled target cells were added to triplicate wells of
96-well plates. After 4 h at 37�C, 100mL of the supernatant was
harvested and transferred to counting vials and measured on a
g-counter (Cobra Becton Dickinson). For each pretreated cell
group [51Cr], labeled cells incubated with 5% SDS or medium
alone were used to determine maximum and spontaneous re-
leases. Spontaneous release was usually less than 10% and
never exceeded 15%. The percentage of specific lysis of each
well was calculated as (experimental release–spontaneous re-
lease)/(maximal release–spontaneous release) · 100.

Statistical analysis

All numerical data were expressed as average of values
obtained – SD of experiments made by triplicate. Comparisons
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were evaluated by multivariate statistical analysis using
Statistical software, version 9.0.0 (SPSS, Inc.). A P-value
< 0.05 was considered significant.

Results

MSCs from BM, NCx, and CeCa showed similar
patterns of cell surface antigen expression

The presence of MSCs had not been demonstrated in NCx
or in CeCa tissue. To test this, MSC cultures were established
from NCx and CeCa samples and evaluated for expression of
cell surface antigens described for BM-MSCs [28]. As ex-
pected, MSCs derived from all sources showed a null or dim
expression of hematopoietic markers (i.e., CD14, CD34, and
CD45), as well as CD133, CD62L, and CD31 (Table 1). In
contrast, they all expressed the adhesion molecules CD29,
CD44, CD49b, CD58, CD166, and several other cell surface
molecules that have been previously reported for BM-MSCs
(i.e., CD105, CD73, CD90, and CD13; Table 1) [28]. In addi-
tion, MSCs from these sources were positive for HLA-ABC
(class I) and negative for HLA-DR (class II). Interestingly,
major differences in the expression of certain antigens were
observed. Indeed, 50% of BM-MSCs expressed CD49b,
whereas in NCx- and CeCa-MSCs, the proportion was sig-
nificantly higher (99% and 99%, respectively; Table 1). Fur-
thermore, we observed a significantly higher expression of
CD54 in NCx-MSCs (80%) and CeCa-MSCs (64%), as com-
pared to BM-MSCs (25%).

Distinct differentiation potentials of MSCs
from BM, NCx, and CeCa

MSCs have the ability to differentiate into adipocytes,
osteoblasts, and chondrocytes [28]. Adipogenic induction

was apparent in MSC preparations from BM by intracellular
accumulation of lipid-rich vacuoles that stained with Oil Red
O (Fig. 1A). In contrast, in NCx-MSCs and CeCa-MSCs, we
did not observe cells with adipocitic morphology (Fig. 1B, C);
only fibroblastoid cells with Oil Red O-positive spots in their
cytoplasm were detected. Osteogenic differentiation was
observed in all MSC samples, as determined by calcium
deposition and defined by von Kossa staining (Fig. 1D–F).

Differentiation toward the chondrogenic lineage was as-
sessed by formation of a matrix-rich, multilayered mass ac-
companied by accumulation of sulfated proteoglycans, as
evidenced by Alcian blue staining (Fig. 1G–I). Interestingly, a
distinct type of cartilage formation was observed in pelleted
micromasses from NCx and CeCa compared to BM (Fig. 1J–
O). Indeed, we observed that in pelleted micromasses from
BM samples, cells grouped into small clusters located in the
same area, a feature typical of hyaline cartilage [29]; (Fig. 1J,
M). In contrast, pelleted micromasses from NCx and CeCa
showed minimal matrix formation and predominance of fi-
brous collagen deposition (as indicated by blue color when
using Mason’s trichromic stain; Fig. 1K, L, N, O), which in-
dicates the presence of fibrocartilage formation [30].

MSCs from cervix were negative for HPV infection

MSCs derived from the three sources were analyzed to
determine the presence of HPV virus by PCR. The CaSki cell
line and CeCa tissue samples from patients, both positive for
HPV16 + infection, were used as positive controls and the
HeLa cell line was used as a negative control. As shown in
Fig. 1P and Q, there were no positive MSCs for HPV infec-
tion in contrast to the primary tumor sample from which
MSCs were obtained.

CeCa-MSCs downregulate the expression
of HLA-class I molecules on CeCa cells

It has been clearly demonstrated that MSCs participate in
the formation of tumor stroma and support the growth of
neoplastic cells [31]; however, little is known about the way
MSCs favor tumor growth. Our hypothesis was that since
antigen presentation through HLA class I molecules on the
cell membrane of tumor cells is essential for recognition by
CTLs, MSCs may favor tumor growth by inducing alter-
ations in the expression of HLA class I molecules on tumor
cells.

To test this, we performed cocultures of CaSki cells with
MSCs derived from BM, NCx, and CeCa, in transwell
chambers and analyzed the effect of MSCs on the constitu-
tive expression of HLA class I molecules on CaSki cells. We
observed that, as the number of MSCs was increased in
culture, HLA class I molecule expression on CaSki cells di-
minished in a ratio-dependent manner (Fig. 2A). After 96 h,
the lowest expression was present at a 1:1 MSC:CaSki cells
ratio (Fig. 2C) diminished by 65%, 30%, and 58% in the
presence of BM-, NCx-, and CeCa-derived MSCs, respec-
tively (Fig. 2A), while the HLA-A2 allele was decreased by
77%, 30%, and 62% under the same culture conditions (Fig.
2B). It is noteworthy that HLA class I antigen expression on
CaSki cells gradually decreased throughout time (Fig. 2C, D).
Interestingly, when the transwells containing MSCs were
removed and the media culture was changed by a fresh one,

Table 1. Antigen Expression Profiles on MSCs

from BM, NCx, and CeCa

Ag BM NCx CeCa

CD105 89 – 12 99 – 0.2 97 – 1
CD73 97 – 3 99 98 – 0.8
CD90 85 – 14 99 – 0.3 94 – 5
CD13 98 – 0.9 99 99 – 0.1
HLA-ABC 94 – 9 99 – 0.4 97 – 1
CD29 95 – 7 99 – 0.6 96 – 1
CD44 89 – 13 99 – 0.5 99 – 0.2
CD49b 50 – 14 99a 99 – 0.1a

CD58 75 – 32 98 – 1 87 – 12
CD166 92 – 11 99 – 0.1 95 – 6
CD14 2 – 2 1 – 0.5 3 – 1
CD34 0.1 – 0.2 4 – 3 1 – 0.6
CD45 0.5 – 0.5 2 – 0.5 1 – 0.1
CD31 1 – 0.7 1 – 0.6 1 – 0.1
CD133 1.4 – 0.4 1.7 – 1 0.8 – 0.1
CD62L 0.3 – 0.3 1 – 0.2 1
HLA-DR 2 – 3 1 – 1 1 – 0.1
CD54 25 – 17 80 – 16a 64 – 6a

Expression of cell markers was determined by flow cytometry.
Results represent mean – SD and correspond to the proportion (%) of
cells positive for each particular antigen.

aSignificantly different (P < 0.05) from values shown for BM (BM,
n = 5; NCx, n = 5; CeCa, n = 5).

MSCs, mesenchymal stromal cells; BM, bone marrow; NCx,
normal cervix; CeCa, cervical cancer.
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after 96 h of cell coculture, CaSki cells recovered the basal
expression of both total HLA class I molecules and the HLA-
A2 allele (Fig. 2C, D, respectively). These results suggested
that soluble factors, secreted into the culture media when
MSCs were present, induced downregulation of HLA class I
molecules on the tumor cell line, and this effect was strongly
increased in the presence of CeCa-MSCs, although in all the
cases, it was reversible after removal of MSCs.

To determine if MSC cocultures have the same effect on
different cell types, C33A and HeLa, CeCa cell lines were
cocultured during 96 h with MSCs by using transwell
chambers, and then the total expression of the HLA class I
molecules was determined. Similar to the CaSki cell line,
HLA class I downregulation on these different cell types was
strongly favored in the presence of CeCa-MSCs and BM-
MSCs, but not in the presence of NCx-MSCs (data not
shown). These results indicate that downregulation of HLA-

class I molecules by CeCa-MSCs also occurs in different
CeCa cell lines via soluble factors.

IL-10 contained in conditioned media
from CeCa-MSC/CaSki cell cocultures induced
HLA class I downregulation on CeCa cells

Conditioned media from cultures of BM-, NCx-, CeCa-
derived MSCs, as well as from MSC/CaSki cell cocultures,
were obtained and evaluated to determine the possible
presence of soluble cytokines capable of inducing down-
regulation of HLA class I on tumor cells. Some authors have
reported the capacity of IL-10 to induce HLA class I down-
regulation on tumor cells [32,33]. To determine the presence
of IL-10 in the conditioned media from the different culture
conditions, we evaluated the presence of IL-10 by ELISA. In
conditioned media from BM-MSC/CaSki and CeCa-MSC/

FIG. 1. Functional characterization of mesenchymal stromal cells (MSCs) from bone marrow (BM), normal cervix (NCx),
and cervical cancer (CeCa). MSCs from the three sources (BM, n = 5; NCx, n = 5; CeCa, n = 5) were cultured in the adipogenic,
osteogenic, and chondrogenic induction medium for 14, 21, and 28 days, respectively. Adipogenic differentiation was
indicated by accumulation of neutral lipid vacuoles that stained with Oil Red O. Arrows indicate cytoplasmic granules
positive to staining. Scale bar = 20 mm, (A2C). Osteogenic differentiation was indicated by calcium deposition, which stained
with von Kossa dye. Scale bar = 20 mm, (D2F). Chondrogenic differentiation was indicated by the chondrogenic matrix
colored by Alcian blue in cryosections from pelleted micromass. Scale bar = 200 mm, (G2I). Chondrogenic differentiation was
analyzed by morphology and collagen content in cryosections from pelleted micromass. Scale bar = 200 mm and 20 mm, ( J2L)
and (M2O panels are inset from J2L), respectively. In samples from BM, the presence of small clusters of cells, surrounded by
a condensed matrix located in the same area, is evident [hyaline cartilage; ( J) and (M, inset from J)]. In samples from NCx and
CeCa, numerous collagenous fibers, colored by Mason’s trichromic dye (blue), are visible as large irregular bundles between
groups of chondrocytes [fibrocartilage; (K), (L), (N, inset from K), and (O, inset from L)]. One representative experiment is
showed. In (P, Q), detection and typing of HPV were performed by PCR assay. Amplification pattern shows a conserved
region of 450 bp in the L1 HPV open reading frame obtained after amplification on CeCa tissue. No bands were detected in
BM-, NCx-, and CeCa-derived MSCs (BM, n = 5; NCx, n = 5; CeCa, n = 5) (P). The CaSki cell line positive for HPV16 + infection
was used as a positive control and the Hela cell line HPV18 + was used as a negative control. b-actin (230 bp) was used as an
internal control (Q). One representative experiment is showed.
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CaSki cocultures, we detected higher IL-10 concentrations
( > 1.2 ng/mL), as compared to those from CaSki (0.32 ng/
mL), BM-MSCs (0.4 ng/mL), NCx-MSCs (0.25 ng/mL), and
CeCa-MSCs (0.6 ng/mL) and also NCx-MSCs/CaSki
(0.62 ng/mL). Indeed, we detected the highest level of IL-10
in the conditioned media from CeCa-MSC/CaSki cocultures
(Fig. 3A).

To determine in a more precise manner, the possible
participation of IL-10 in HLA downregulation, a specific
neutralizing anti-IL-10 antibody was added to CaSki cell
cultures established in the presence of 40% conditioned
media from MSCs and MSC/CaSki cocultures. As shown in
Fig. 3B, the addition of anti-IL-10 significantly reestablished
the expression of HLA class I and HLA-A2 on CaSki cells.
On the other hand, total HLA class I as well as HLA-A2
downregulation was also observed when CaSki cells were
cultured in the presence of increasing amounts of rhIL-10
(0.125–4 ng/mL), and in the same manner, the addition of
anti-IL-10 significantly reestablished the expression of
HLA molecules on CaSki cells (Fig. 3C). These data indi-
cated that when interacting in coculture, CeCa tumor cells
and/or MSCs—particularly those from CeCa or normal
BM—increased their capacity to secrete IL-10, and that this
cytokine is one of the responsible ones in inducing HLA
downregulation on CeCa cells.

CeCa-MSCs favor protection of CeCa cells
from cytotoxic T cell activity via IL-10

To analyze whether the reduced expression of HLA class I
molecules on CaSki cells—induced by MSCs in the cell co-
culture system—affect their recognition by immune cells, T
lymphocytes derived from HPV16 + CeCa patients, positive
for the HLA-A2 allele, were stimulated with antigenic pep-
tides that specifically bind to the HLA-A*0201 allele [27,34],
and then challenged against CaSki cells, previously cultured
in the presence of rhIL-10 or cocultured with MSCs, in the
presence or absence of the human IL-10 neutralizing specific
antibody. In all the experiments, T lymphocytes stimulated
with E7 epitopes were always capable to lyse the T2 cell line
loaded with the proper antigenic peptide and no reactivity
on CaSki cells was observed when T lymphocytes were pre-
viously stimulated with an irrelevant peptide GILGFVFTL
derived from the protein matrix of the influenza-A (data not
shown).

As expected, after T cell stimulation, we observed that
T lymphocytes were able to lyse CaSki cells in a dose-
dependent manner (Fig. 4A). However, when T stimulated
lymphocytes were challenged with CaSki cells previously
cocultured with CeCa-MSCs and BM-MSCs at a 1:1 ratio, the
cytotoxic activity was strongly decreased by 65%–75% in

FIG. 2. CeCa- and BM-derived MSCs strongly diminished the expression of HLA class I molecules on CeCa cells. BM-,
NCx-, and CeCa-derived MSCs (BM, n = 5; NCx, n = 5; CeCa, n = 5) were seeded into the upper wells in transwell chambers
and cocultured at different ratios 1:100, 1:10, and 1:1 with CaSki cells added to the bottom wells. After 96 h, the expression of
total HLA class I molecules (A) or HLA-A2 allele (B) was determined by flow cytometry on CaSki cells cultured alone ( ) or
cocultured with MSCs as indicated in Materials and Methods. The expression of total HLA class I molecules (C) and HLA-A2
allele (D) on CaSki cells was also monitored after 24, 48, 72, and 96 h of coculture with MSCs (at ratio 1:1). Thereafter, the
transwell chamber containing MSCs was removed and the medium of the CaSki cells was changed for a fresh one. Expression
of HLA molecules on CaSki cells was determined after 24 and 48 h of cell culture. The mean fluorescence intensity (MFI) – SD
from 10,000 events is depicted in each cell treatment. *Indicates significant differences (P < 0.05%) and ** (P < 0.005%) in
comparison to CaSki cells cultured alone. The data are representative of three independent experiments.
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relation to that observed on CaSki cells or CaSki cells pre-
viously cocultured with NCx-MSCs (Fig. 4A). The cytotoxic
activity of T stimulated lymphocytes was also decreased by
60% on CaSki cells, previously cultured in the presence of
rhIL-10 (1 ng/mL; Fig. 4A). In contrast, when T lymphocytes
were challenged with CaSki cells previously cocultured with
BM-MSCs, CeCa-MSCs, or pretreated with hrIL-10 in the
presence of neutralizing anti-IL-10 antibodies, the immune
recognition of tumor cells was reestablished (Fig. 4B). On
the other hand, T lymphocytes showed no cytotoxic activity
on the three types of MSCs in the absence or presence of
neutralizing anti-IL-10 antibodies (Fig. 4C, D). These results

support the notion that MSCs have a negative effect on the
immune recognition of tumor cells by T cells by down-
regulating expression of HLA class I molecules and that IL-
10 plays a key role in this process.

Discussion

MSCs have been shown to possess an immunosuppressive
activity [35] and contribute to create a specific tumor mi-
croenvironment that promotes tumor survival through im-
munosuppression conditions that favor the evasion of tumor
from the immune system [4,5]. Previous reports have shown

FIG. 3. IL-10 produced in
the MSC/CaSki cell cocul-
tures diminished the expres-
sion of HLA class I molecules
on CeCa cells. (A) ELISA as-
say was performed to deter-
mine the content of IL-10 in
conditioned media derived
either from MSCs cultured
alone or MSC/CaSki cell co-
cultures at a 1:1 ratio (BM,
n = 5; NCx, n = 5; CeCa, n = 5).
(B) CaSki cells were cultured
in the presence of 40% (-)
of the conditioned media
derived from either MSC
cultures or MSC/CaSki co-
cultures at a 1:1; or with 40%
of these conditioned media
plus 1.8 mg/mL of rabbit anti-
human IL-10 neutralizing
specific antibody (,). (C)
CaSki cells were also cul-
tured in the presence of
increasing amounts of hrIL-
10-from 0.125 ng/mL to
4 ng/mL (-), or with these
amounts of hrIL-10 plus
1.8 mg/mL of rabbit anti-
human IL-10 neutralizing
specific antibody (,). After
96 h, the total HLA class I
molecules (HLA-I) and HLA-
A2 allele expression on CaSki
cells was determined by flow
cytometry (B, C). The mean
fluorescence intensity (MFI) –
SD from 10,000 events is de-
picted in each cell treatment.
Significant differences, *(P <
0.05) and **(P < 0.005) were
obtained in comparison to
CaSki cells treated with their
own conditioned media. The
data are representative of
three independent experiments.
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the isolation of MSCs from several tumors [8–13]; however,
the presence of MSCs has not been demonstrated in NCx or
in CeCa tissue. Following this, and taking into consideration
the immunossupressive properties of MSCs [35], we rea-
soned that the presence of these cells in cervical tumors may
represent an important immunoselective advantage for tu-
mor cells to evade the immune recognition.

To test this notion, in the present study, we evaluated the
presence of MSCs in NCx and CeCa and analyzed their in
vitro capacity to modulate the immune recognition of tumor
cells by T cells. We characterized, in a comparative manner,
MSCs from the cervix with those from BM in terms of their
immunophenotype and differentiation potential. The present
study is, to our knowledge, the first study describing the
presence of MSCs in the cervix.

As a first approach, we determined the characteristics of
BM-, NCx-, and CeCa-derived MSCs, according to the min-
imal criteria proposed by the ISCT [28]. It is important to
indicate that throughout this study, MSCs were used at the
second passage, to avoid cellular heterogeneity in primary
cultures. In terms of the immunophenotype, the major anti-
gens described for BM-MSCs, such as CD73, CD105, and
CD90 [24,36,37], were also expressed on NCx- and CeCa-
derived MSCs. CD13 expression was high and homogeneous
in all samples from the three sources, as we previously re-
ported for cord blood- and placenta-derived MSCs [24]; thus,

CD13 could represent a specific marker for MSCs from sev-
eral sources, including the cervix. Expression of CD49b and
CD54 was much higher in NCx and CeCa than in BM and
these results may reflect that MSCs derived from the cervical
tissue are a subpopulation of MSCs—as discussed by others
[38]—since they share many MSC properties, but differ in
their adipogenic differentiation potential and in the expres-
sion of some adhesion molecules. It is also noteworthy that
the higher expression of integrins in cervical MSCs may be of
importance in homing to cervical tissue [39].

In terms of differentiation potential, our results show that,
in contrast to those derived from BM, NCx- and CeCa-
derived MSCs were not able to differentiate toward the adi-
pogenic lineage; similar results were reported by our own
group for cord blood-derived MSCs [24]. A loss of adipogenic
differentiation capacity might be caused by tumor cells
through attenuation of TP53 expression that promotes osteo-
blast differentiation [40], thus possibly inhibiting differenti-
ation into adipocytes. MSCs from all three sources showed
osteogenic and chondrogenic potential, which demonstrates
the multipontentiality of MSCs derived from NCx and CeCa;
however, as in BM, these results may suggest that cultures of
MSCs could represent an admixture of morphologically,
phenotypically, and functionally different cells, as some au-
thors have proposed [41,42]. Interestingly, fibrocartilage was
observed in assays from NCx and CeCa, whereas hyaline

FIG. 4. IL-10 produced in the MSC/CaSki cell cocultures diminishes the recognition of CeCa cells by CTLs. CaSki cells were
cultured in transwell chambers alone or in the presence of 1 ng/mL of hrIL-10, as well as with BM-, NCx-, or CeCa-MSCs at a
ratio of 1:1 (BM, n = 5; NCx, n = 5; CeCa, n = 5), in the absence (A) or presence of neutralizing anti-IL-10 antibody (B). After
96 h, CaSki cells were harvested and challenged against CTLs (CD8 + T lymphocytes) specific for peptides TLGIVCPIC and
YMLDLQPETT derived from the E7 HPV16 + protein, which is expressed in CaSki cells by HLA-A2. CTL cytolytic activity
was tested by a standard 4 h [51Cr] release assay at different ratios 100:1, 50:1, and 25:1 effector:target cells (E:T). The CTL
cytolytic activity was also performed on BM-, NCx-, or CeCa-MSCs obtained from the cell cocultures with CaSki either in the
absence (C) or presence (D) of neutralizing anti-IL-10. *Indicates significant differences (P < 0.05%) in comparison to CaSki
cells cultured alone. The data are representative of three independent experiments and shown as mean values – SD.
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cartilage was predominant in pelleted micromass from BM,
which suggests distinct functional capacities between MSCs
from NCx and CeCa compared with BM. Together, these
results shown some differences in functional capacities of
MSCs from three sources, however, studies on gene expres-
sion are necessary for a better description of them. Finally,
we determined that MSCs derived from NCx and CeCa were
negative for HPV infection; thus, HPV does not seem to di-
rectly affect the biologic properties of MSCs from the cervix.

We have previously shown the presence of immunologic
mechanisms that favor evasion of tumor cells from the cy-
totoxic activity by CTLs in CeCa, in which, HLA class I ex-
pression is involved [26]; in this context, it is possible that
those MSCs we detected in CeCa tumor samples participate
in such a mechanism. To test this, we analyzed the effect of
MSCs on the expression of HLA class I molecules on CeCa
cell lines. We observed that in the absence of cell–cell contact,
BM- and CeCa-, but not NCx-derived MSCs induced a
strong decrease in HLA class I and HLA-A2 expression on
different CeCa cell lines, which was dependent on the ratio
and time of coculture. This effect was clearly dependent on
the presence of MSCs in the coculture, since after MSC re-
moval, CeCa cells recovered their HLA class I and HLA-A2
basal expression in the first 24 h, suggesting that soluble
factors produced in MSC/CeCa cell cocultures were re-
sponsible for this effect. This observation was corroborated
when conditioned media obtained from these cocultures
produced a significant diminution in HLA class I and HLA-
A2 expression on CaSki cells.

The decrease observed in the expression of HLA anti-
gens on CaSki cells may be due to the production of
immunosuppressive molecules by MSCs. Indeed, a cytokine-
mediated cross talk between MSCs and cancer cells has also
been reported [1]. Furthermore, it has been reported that
molecules produced by MSCs induce reduced expression of
MHC class I on APCs, resulting in APCs unable to support
T cell response and pushing APCs away from a proin-
flammatory (TNF-a, IL-12) phenotype toward an anti-
inflammatory (IL-10 production) phenotype [18,19,43]. In
this context, it is known that IL-10 is a pleiotropic cytokine
produced by cancer cells [44] and MSCs [19] and that
downregulates HLA class I expression and protects tumor
cells from allo-specific CTLs [20].

Taking into consideration that IL-10 could influence the
decrease of HLA class I expression on CaSki cells cocultured
with MSCs, we determined the presence of this cytokine in
conditioned media derived from MSC/CaSki cocultures and
evaluated the effect of rhIL-10 on such antigen expression.
We found that, as compared with the levels observed in
conditioned media from cultures of CaSki cells, IL-10 was
increased 3.7-fold in conditioned media from CaSki cells
cocultured with BM-MSCs, 1.9-fold in those cocultured with
NCx-MSCs, and 4.5-fold in those cocultured with CeCa-
MSCs. Such IL-10 levels may simply be the sum of the in-
dividual production of IL-10 by MSCs and tumor cells in
cocultures with NCx-MSCs, but in those with BM-MSCs or
CeCa-MSCs, where the IL-10 production was higher than the
proper sum of the individual cell types, these differences
could be the result of the cross talk between CaSki and MSCs
during cell coculture through transwell plates, as recently
was reported by Liu and cols. [45], who found that rat-
derived BM-MSCs increased the IL-10 intracellular expres-

sion after transwell cell coculture with dendritic cells, sug-
gesting MSC activation in such cell cocultures. In this regard
and in trying to determine which is the source of the IL-10 in
our cocultures, we have observed, in preliminary assays, that
BM-MSCs and CeCa-MSCs in coculture with CaSki cells in-
creased the IL-10 intracellular expression in comparison with
their respective monocultures, however, it is possible also
that CaSki cells increase IL-10 expression; these two aspects
are under investigation. We cannot exclude the possibility
that the increase in IL-10 secretion observed in CeCa-MSC-
conditioned media compared with that of NCx-MSCs, could
be due to an increase in the number of tumor-associated
fibroblasts (TAFs) in tumor, since it has been reported that
TAFs secrete cytokines with direct immunosuppressive ef-
fects such as IL-10 [38].

On the other hand, conditioned media from BM- and
CeCa-derived MSCs and rhIL-10 decreased the HLA class I
expression on CaSki cells, suggesting an important partici-
pation of this cytokine in such a decrease. Addition of anti-
IL-10 neutralizing antibodies to the cocultures or cultures in
the presence of rhIL-10, significantly inhibited the effect of
IL-10 in HLA-I and HLA-A2 expression on CaSki cells.
However, other factors different than IL-10 and also pro-
duced in these cocultures, could contribute to downregulate
the HLA class I expression on CaSki cells and gene expres-
sion profiling of the three different MSC populations, might
also be helpful in this respect.

Since loss or downregulation of HLA class I molecules
seems to be an important mechanism of cancer cells to evade
immune recognition by CTLs [16], we analyzed if CaSki cells
previously cocultured with MSCs or rhIL-10 fail to be rec-
ognized by CTLs. We found that CaSki cells previously co-
cultured with BM-MSCs, CeCa-MSCs, and rhIL-10 were
weakly recognized by peptide-specific CTLs; addition of
neutralizing anti-IL-10 Ab in such previous cultures strongly
recovered the recognition of CaSki cells by CTLs. No changes
in the cytotoxicity percentage was observed in CaSki cells
when they were cocultured with NCx-MSCs, which suggests
distinct functional capacities between MSCs from NCx
compared with BM and CeCa, which may be related with the
lowest concentration of IL-10 we detected in the conditioned
media of the former. Taken together, these results indicate
that IL-10 plays an important role in the downregulation of
HLA class I molecules on tumor cells by MSCs, and that this
seems to be a key mechanism through which, MSCs protect
to cancer cervical cells of cellular immune response by CTLs.

In fact, in CeCa patients, higher expression of IL-10 in
cervical tissue correlates with higher grade lesions [46], thus,
the presence of MSCs in the tumor microenviroment may
strongly contribute to increase the production of IL-10, and
so, to downmodulate HLA class I expression on tumor cells.
In this regard, the effects of IL-10 on the expression of mol-
ecules associated with the antigen processing machinery are
also being analyzed and also if BM-MSCs and CeCa-MSCs
are capable of MHC class I downregulation on non-CeCa
cells.

On the other hand, it is known that a complete loss of
human HLA class I molecules on tumor cells results in
evasion to cytotoxic T lymphocyte-mediated lysis, but
eventually, tumor cells may result susceptible to natural
killer (NK) cell-mediated killing, since NK cells are an im-
portant arm of the innate immune system directly involved
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in the spontaneous recognition and lysis of virus-infected
and tumor cells [47]. However, other associated mechanisms
can also contribute to an impaired innate, as well as adap-
tative, antitumor immune response. For example, IL-10 can
contribute by increasing HLA-G expression on HLA class I-
deficient cells to escape from NK-mediated lysis through
interactions with killer inhibitory receptors on NK cells
[48,49]. In CeCa lesions, the expression of both HLA-G and
IL-10 associated with HPV infection might play an important
role in CeCa progression [50,51]. In fact, it has been recently
reported that in tissue samples from biopsies derived from
patients with CeCa and with loss or downregulation of HLA
class I expression, most of the HLA-G-positive cases (87.5%)
exhibited upregulation of the IL-10 [52]. According to our
results, CeCa-MSCs can contribute to impairing the antitu-
mor immune response by downregulating HLA class I ex-
pression on CeCa cells through IL-10 secretion, however,
further studies are necessary to resolve whether HLA-G ex-
pression is also induced in CeCa cells in our experimental
model.

In summary, we have demonstrated the presence of MSCs
in NCx and CeCa. Some differences were observed in terms
of their differentiation capacity, as compared to their normal
marrow counterpart, but immunophenotype analysis
showed great similarities. Our results suggest that the pres-
ence of MSCs in CeCa tumors could contribute to generate
an immunoselective event that provides advantage for tu-
mor cells to escape host immune surveillance and nullify
adoptive cancer immunotherapy, and in this manner, MSCs
may play a crucial role in supporting tumor cell growth.
Further studies are warranted to elucidate if MSCs partici-
pate in some other biologic mechanisms involved in the
evasion of immune response by tumor cells.
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are indebted for CONACYT support to A.M.G. (grant no.
106591) and J.J.M.M. (grant no. 87183); DGAPA-PAPIIT
support to MLMG (grant no IN223010, IN217013); and
Mexican Institute of Social Security, IMSS, support to A.M.G.
(grants no. 762, 800, and 1014) and J.J.M.M. (grant no. 062)
are gratefully acknowledged.

Author Disclosure Statement

The authors declare that they have no competing or fi-
nancial interests.

References

1. Uccelli A, L Moretta and V Pistoia. (2008). Mesenchymal
stem cells in health and disease. Nat Rev Immunol 726–736.

2. Spaggiari GM, A Capobianco, H Abdelrazik, F Becchetti,
MC Mingari and L Moretta. (2008). Mesenchymal stem cells
inhibit natural killer-cell proliferation, cytotoxicity, and cy-
tokine production: role of indoleamine 2,3-dioxygenase and
prostaglandin E2. Blood 111:1327–1333.

3. Rasmusson I, O Ringdén, B Sundberg and K Le Blanc.
(2003). Mesenchymal stem cells inhibit the formation of
cytotoxic T lymphocytes, but not activated cytotoxic T

lymphocytes or natural killer cells. Transplantation 76:1208–
1213.

4. Djouad F, P Plence, C Bony, P Tropel, F Apparailly, J Sany,
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Human Mesenchymal Stromal Cells
from Adult and Neonatal Sources:

A Comparative In Vitro Analysis of Their
Immunosuppressive Properties Against T Cells

Marta E. Castro-Manrreza,1,2 Hector Mayani,3 Alberto Monroy-Garcı́a,4 Eugenia Flores-Figueroa,5

Karina Chávez-Rueda,6 Victoria Legorreta-Haquet,6 Edelmiro Santiago-Osorio,7 and Juan José Montesinos1

Bone marrow-mesenchymal stromal cells (BM-MSCs) have immunosuppressive properties and have been used
in cell therapies as immune regulators for the treatment of graft-versus-host disease. We have previously
characterized several biological properties of MSCs from placenta (PL) and umbilical cord blood (UCB), and
compared them to those of BM—the gold standard. In the present study, we have compared MSCs from BM,
UCB, and PL in terms of their immunosuppressive properties against lymphoid cell populations enriched for
CD3 + T cells. Our results confirm the immunosuppressive potential of BM-MSCs, and demonstrate that MSCs
from UCB and, to a lesser extent PL, also have immunosuppressive potential. In contrast to PL-MSCs, BM-
MSCs and UCB-MSCs significantly inhibited the proliferation of both CD4 + and CD8 + activated T cells in a
cell–cell contact-dependent manner. Such a reduced proliferation in cell cocultures correlated with upregulation
of programmed death ligand 1 on MSCs and cytotoxic T lymphocyte-associated Ag-4 (CTLA-4) on T cells,
and increased production of interferon-g, interleukin-10, and prostaglandin E2. Importantly, and in contrast to
PL-MSCs, both BM-MSCs and UCB-MSCs favored the generation of T-cell subsets displaying a regulatory
phenotype CD4 + CD25 + CTLA-4 + . Our results indicate that, besides BM-MSCs, UCB-MSCs might be a potent
and reliable candidate for future therapeutic applications.

Introduction

Mesenchymal stromal cells (MSCs) comprise a het-
erogeneous population of multipotent progenitors that

possess four biological properties that make them special
candidates for cell therapy: a broad differentiation potential,
the capacity to produce and secrete factors that promote tissue
remodeling, low immunogenicity, and immunosuppressive
properties [1,2]. Regarding this last property, MSCs can in-
teract with both innate and adaptive immune cells and thus
exert profound effects on immune responses [3–5]; in par-
ticular, MSCs affect T-cell proliferation and differentiation

primarily through the production of immunosuppressive mol-
ecules and the generation of regulatory T cells (Tregs) [6–9].

Several studies using peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) have demonstrated MSCs involvement in T-cell
immunosuppression [4,5,8,10–12]. However, few studies
have been performed with enriched populations of CD3 + T
cells [10,13,14]. This is important because CD4 + and CD8 +

T cells are the major effector cells in immunological dis-
eases such as graft-versus-host disease (GVHD) [15], and
thus it is important to determine the immunosuppression
properties of MSCs on these populations and determine their
potential for cell therapies.
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Bone marrow (BM) is the main source of MSCs [15];
BM-MSCs have been used in cell therapy protocols to re-
duce GVHD [15,16]. However, BM presents some disad-
vantages, such as the difficulty in finding donors, the cost
and invasiveness of the collection procedure, and age-
related decreases in MSCs numbers [17]. Due to all of these
factors, it is important to obtain MSCs from sources other
than BM. Our research group has obtained MSCs from
umbilical cord blood (UCB) and placenta (PL); both of these
sources are easily accessible and pose no risk to the donor.
In a previous study, we showed that UCB-MSCs and PL-
MSCs have morphological and immunophenotypic proper-
ties in addition to adipogenic, osteogenic, and chondrogenic
differentiation capacities similar to those of BM-MSCs [18].
However, we do not know whether these alternatively
sourced cells have the same immunosuppressive potential as
BM-MSCs, and thus it is important to determine which of
them may be the best MSCs source for use in immuno-
suppressive cell therapy protocols.

MSCs have been suggested to affect T-cell proliferation
through both cell contact-dependent and independent
mechanisms. Programmed death ligand 1 (PD-L1) and
human leukocyte antigen-G1 (HLA-G1) expression have
been linked to the cell contact-dependent mechanisms
[8,19–21], while transforming growth factor beta (TGF-b),
hepatocyte growth factor, interleukin-10 (IL-10), indo-
leamine 2,3-dioxygenase (IDO), nitric oxide, prostaglandin
E2 (PGE2), and human leukocyte antigen-G5 (HLA-G5)
have been identified as secreted factors [1,5,8]. Currently,
there is controversy regarding the need for direct contact
between MSCs and T cells to inhibit T-cell prolifera-
tion [4,8,11,19–23]. Additionally, studies of activation
marker expression are also controversial. Some studies
have shown that BM-MSCs prevent the expression of the
early activation markers CD25 and CD69 on phytohe-
magglutinin (PHA)-stimulated CD4 + T cells [10,24].
Others have observed that MSCs do not affect activation
marker expression on T cells [4,12]. Further, the effects of
UCB-MSCs and PL-MSCs on activation marker expression
have not been reported.

It is commonly accepted that MSCs-mediated immuno-
suppression can be accomplished by lymphocyte popula-
tions known as Tregs. However, there are also conflicting
reports on this subject. Some authors have suggested
that MSCs promote the generation of CD4 + CD25 + fork-
head box P3 (Foxp3) or CD4 + CD25highFoxp3 + T-cell
populations [7,8,25–27], while others indicate that BM-
MSCs-induced Tregs populations are not Foxp3 + [4,28].
Apparently, these contradictory findings might be due to
the T-cell populations used and the absence or presence of
cell contact with BM-MSCs [9]. Further, a role for Tregs in
MSCs-mediated immunosuppression has been suggested
by the increase of CD4 + CD25 + CTLA-4 + Tregs found in
cocultures of allogeneic MSCs and mixed lymphocyte re-
actions (MLR) [6]. Thus, in addition to the expression of
surface membrane molecules and soluble mediators, MSC-
mediated immunosuppression could be amplified by Tregs
activity.

In an attempt to contribute to our understanding of
the immunosuppressive properties of MSCs from BM,
UCB, and PL against CD3 + T cells on the basis of these
notions, we performed a comparative study of MSCs from

three sources with regard to their potential for the inhi-
bition of proliferation, effects on activation markers, and
expression of immunosuppressive membrane and secreted
molecules. We also assessed the capacity of MSCs to
generate T-cell subsets displaying a regulatory pheno-
type in cocultures. To our knowledge, this is the first
study comparing the immunosuppressive properties of
MSCs from three sources to determine which one would
be the most appropriate for in vivo immunoregulatory
applications.

Methodology

Isolation and culture of MSCs derived
from BM, UCB, and PL

BM samples were obtained from 5 volunteer donors ac-
cording to the ethical guidelines of the Villacoapa Hospital,
Mexican Institute for Social Security (IMSS). UCB (n = 5)
and PL (n = 5) samples were collected according to the in-
stitutional guidelines of Troncoso Hospital, IMSS. The iso-
lation of mononuclear cells (MNC) from three sources was
performed as previously described [18]. MNC from BM,
UCB, or PL were resuspended in low glucose Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (Gibco BRL, Rockville, MD) that
was supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco
BRL), 4 mM l-glutamine, 100 U/mL of penicillin, 100mg/mL
of streptomycin, and 100mg/mL of gentamicin (all reagents
were obtained from Gibco BRL); the cells were seeded at a
density of 0.2 · 106 cells/cm2 in T-25 culture flasks (Corning,
Inc./Costar, New York, NY). After a 4-day culture, the
nonadherent cells were removed and fresh medium was ad-
ded to the cultures. Once the cultures reached 80% conflu-
ence, the cells were harvested with trypsin (0.05% trypsin,
0.53 mM EDTA; Gibco BRL), and subcultured at a density of
0.002 · 106 cells/cm2 in T-75 flasks (Corning, Inc./Costar). At
the second passage, the cells were harvested, analyzed, and
cryopreserved for future use.

Characterization of MSCs

Immunophenotypic characterization and differentiation
capacities of MSCs were performed according to previously
described protocols [18]. FITC, PE, or APC-conjugated
monoclonal antibodies against CD73, CD90, and CD45 (BD
Biosciences, San Diego, CA) CD105, CD13, CD14 (Caltag,
Buckingham, United Kingdom), HLA-ABC, HLA-DR,
CD31, and CD34 (Invitrogen, Carlsbad, CA) were used for
immunophenotypic characterizations as described in the
Flow Cytometric Analysis section.

Adipogenic and osteogenic differentiation was induced with
Stem Cells Kits� (Stemcell Technologies, Inc., Vancouver,
BC, Canada). Adipogenic differentiation was determined by
visualizing the presence of Oil Red O-stained (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) lipid vacuoles. Osteogenic differentiation was
assessed by the detection of von Kossa-stained calcium de-
posits and alkaline phosphatase staining. Chondrogenic dif-
ferentiation was induced with a commercial induction medium
(Cambrex Bio Science, Walkersville, Inc., Walkersville, MD)
that was supplemented with 10 ng/mL of TGF-b (Cambrex Bio
Science). The resulting micromasses were fixed, embedded,
and sliced. Cross sections were stained with Alcian blue dye
(Sigma-Aldrich).
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CD3 + T-cell collection

PBMC were obtained from the peripheral blood samples
of three volunteer donors by density gradient with Ficoll-
Paque Plus (specific gravity < 1.077g/mL; GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden). CD3 + T cells were
obtained by separation with human CD3 MicroBeads and
MACS MS columns (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany) according to the supplier’s instructions. The pu-
rity of the obtained CD3 + T-cell suspensions was deter-
mined by flow cytometry as described in the Flow
Cytometric Analysis section, and only suspensions with
purity greater than 97% were used in the experiments.
CD3 + T cells were maintained in RPMI medium (RPMI
1640, 10% fetal calf serum, 2 mM l-glutamine, 100 U/mL of
penicillin, 100 mg/mL of streptomycin, and 100mg/mL of
gentamicin; all reagents were obtained from Gibco BRL)
for 24 h.

Stimulation of T cells

Cultured CD3 + T cells were activated in RPMI medium
with Dynabeads CD3/CD28 T-cell expander (Invitrogen)
at a 1:1 ratio (25 mL of dynabeads/1 · 106 T cells). Fifteen
hours before harvesting the cultures (3–4 days of activa-
tion), the cells were labeled with 10 mM of 5-bromo-2-
deoxyuridine (BrdU; BD Biosciences) to determine cell
proliferation as described in the Flow Cytometric Analysis
section.

Cocultures of MSCs/CD3 + T cells

Cocultures of MSCs/CD3 + T cells were performed in the
presence or absence of cell–cell contact. Cocultures with cell–
cell contact were performed in 24-well plates. CD3 + T cells
(1.5 · 105) were seeded and activated as described in Stimu-
lation of T Cells section in the absence or presence of 1.5 · 105

MSCs from BM, UCB, or PL (MSC:T-cell ratio, 1:1). Anti-
body-coated beads were present during T-cell cocultures with
MSCs. Cultures without cell–cell contact were performed in
transwell culture chambers (Corning, Inc./Costar). MSCs
from BM, UCB, or PL (1.5 · 105 cells) were placed into the
lower chambers, and CD3 + T cells (1.5 · 105 cells) were
placed into the upper chambers; the chambers were separated
by a semipermeable membrane with a 0.4 mm pore size.
CD3 + T cells that were activated in the absence of MSCs were
used as positive controls for proliferation, cytokine secretion,
and surface molecule expression. BM-MSCs, UCB-MSCs, or
PL-MSCs that were cultured in the absence of T cells were
used as controls for the basal MSCs expression of surface
molecules and secreted factors. The cultures were maintained
for 1–4 days to permit concurrent evaluations of proliferation
and molecule expression by flow cytometry and cytokine
secretion (see Flow Cytometric Analysis, Quantitative
Cytokine Analysis, and Quantitative PGE2 Measurement
sections).

Proliferation assays

After 3 or 4 days of T-cell activation, the cells were la-
beled with 10 mM BrdU (BD Pharmingen, San Diego, CA)
at 15 h before harvesting. CD3 + , CD4 + , and CD8 + T-cell
proliferation rates were assessed with a BrdU Flow Kit (BD

Pharmingen) according to the supplier’s instructions. CD3 +

T cells that were activated in the absence of MSCs were
used as positive controls and were set at 100% proliferation.
The levels of proliferation observed in the cocultures were
normalized to this control.

Flow cytometric analysis

In addition to monoclonal antibodies against surface
markers characteristic of MSCs, we also used FITC, PE, or
APC-conjugated monoclonal antibodies against CD3, CD4,
CD8, CD25, CD69, cytotoxic T lymphocyte-associated Ag-4
(CTLA-4), BrdU (BD Biosciences), Foxp3 (eBioscience,
San Diego, CA), and their respective isotype controls to
characterize T cells and also PE anti-PD-L1 (BD Bios-
ciences) was used for MSCs. A total of 1–2 · 105 cells,
previously blocked with Fc receptor blocker (Blocking
Reagent Human; Miltenyi Biotec), were resuspended in
100 mL of phosphate-buffered saline (PBS) with 3%
FBS and 1 mM EDTA and were incubated with the ap-
propriate antibodies for 20–30 min; the cells were subse-
quently washed with 1 mL of PBS (with 3% FBS and
1 mM EDTA) and fixed with FACS Lysing Solution (BD
Biosciences). Cytofix/Cytoperm buffer (BD Pharmingen)
was used according to the supplier’s instructions to per-
mit the detection of intracellular CTLA-4. The Foxp3
Fixation/Permeabilization Concentrate and Diluent Kit
(eBioscience) was used to detect intracellular Foxp3. The
labeled cells were analyzed on a Coulter Epics Altra Flow
Cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA), and at least
10,000 events were collected per sample. The data were
analyzed with FlowJo 2.6 software. The percentages of
positive cells and mean fluorescence intensities (MFI)
were obtained.

Quantitative cytokine analysis

To quantify the secreted cytokine concentrations, super-
natants were obtained from several culture conditions, in-
cluding nonactivated CD3 + T cells or MSCs in the absence
of T cells (negative controls) and activated CD3 + T cells in
the absence of MSCs (positive control). The supernatants
were stored at - 70�C until use. Cytokine analyses were
performed with a cytometric bead array (BD Biosciences),
according to the supplier’s instructions.

Quantitative PGE2 measurement

PGE2 concentrations in the supernatants were assessed by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with a Pros-
taglandin E2 Human ELISA Kit (Invitrogen), according to
the supplier’s instructions. The supernatant from MSCs that
were cultured in the absence of activated CD3 + T cells was
used as control.

Statistical analysis

Data are expressed as the mean and standard error of
mean calculated from 3 to 10 independent experiments.
Statistical analyses were performed using SPSS statistics
20.0. Comparisons between groups were performed by
Kruskal–Wallis test followed by Mann–Whitney U test.
A P value < 0.05 was considered to be significant.
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Results

Immunophenotype and differentiation capacity
of BM-MSCs, UCB-MSCs, and PL-MSCs

Individual experiments from BM-MSCs (n = 5), UCB-
MSCs (n = 5), and PL-MSCs (n = 5) displayed immuno-
phenotypes and differentiation capacities similar to those
reported previously [18]. MSCs from the three sources
expressed high levels of the characteristic MSCs surface
markers CD105, CD90, and CD73 as established by the
International Society for Cellular Therapy (ISCT) [29].
Further, the MSCs expressed low levels of HLA-ABC,
were HLA-DR-negative, and did not express hematopoi-
etic markers such as CD34, CD45, and CD14 or endo-
thelial markers such as CD31. Meanwhile, MSCs from
the three sources were capable of osteogenic and chon-
drogenic differentiation; however, only BM- and PL-
MSCs showed adipogenic potential, unlike UCB-MSCs,
which had no such potential (Supplementary Fig. S1; Sup-
plementary Data are available online at www.liebertpub
.com/scd).

CD4 + and CD8 + T-cell proliferation is inhibited
by cocultivation and cellular contact
with BM-MSCs and UCB-MSCs

BM-MSCs, UCB-MSCs, and PL-MSCs have been shown
to decrease the proliferation of mitogen or alloantigen-
activated PBMC [4,30,31]. Some studies have demonstrated
the importance of the type of population evaluated (PBMC
or CD3 + T cells) and the presence of cell contact in co-
cultures with MSCs in BM-MSCs-mediated immunosup-
pression [9,14]. Thus, we decided to analyze the direct
effect of MSCs on a CD3 + T-cell-enriched population to
reduce the interference from other cellular components such
as B cells, monocytes, and dendritic cells. We isolated
CD3 + T cells (purity ‡ 97%) that were activated with anti-
CD3/CD28 in the presence or absence of BM-MSCs,
UCB-MSCs, or PL-MSCs, and either allowed (Contact) or
prevented cell–cell contact (Transwell). Proliferation of
activated T cells cultured in absence of MSCs was consid-
ered 100% of proliferation response (positive control). No
incorporation of BrdU was observed in negative control
(nonactivated T cells cultured in absence of MSCs; data not
shown). Figure 1A and B show that BM- and UCB-MSCs
significantly reduced proliferation of CD3 + (48.2% – 10.1%
and 42.9% – 7.8%, respectively; P < 0.05), CD4 +

(51.2% – 10.4% and 43.6% – 8.2%, respectively; P < 0.05),
and CD8 + (49.0% – 8.3% and 44.8% – 7.4%, respectively;
P < 0.05) T cells, while PL-MSCs only reduced the prolif-
eration of CD3 + (77.0% – 6.2%; P < 0.05) and CD4 +

(74.5% – 6.8%; P < 0.05) T cells, but not CD8 +

(83.7% – 8.8%) T cells. It is worth mentioning that these
reductions were only observed in cocultures with cell–cell
contact (Supplementary Fig. S2). Additionally, in UCB-
MSCs cocultures, we observed a greater reduction in the
proliferation of CD3 + , CD4 + , and CD8 + T cells, compared
with PL-MSC cocultures (P < 0.05); however, in BM-MSCs
cocultures, we only observed a decrease in proliferation of
CD8 + T cells when compared with the PL-MSCs cocultures
(P < 0.05). These results suggest that BM-MSCs and UCB-
MSCs have a greater ability to inhibit T-cell proliferation

than do PL-MSCs and that contact between the T cells and
MSCs is necessary for such inhibition.

Effect of BM-, UCB-, and PL-MSCs
on T-cell activation

Antigenic or mitogenic T-cell stimulation rapidly induces
the expression of the activation markers CD25, CD69, and
CTLA-4 [32]. Because we observed inhibited T-cell prolifer-
ation in cocultures with cell contact between MSCs and T cells,
we decided to examine whether the presence of MSCs in these
cocultures could affect the expression of CD25, CD69, and
CTLA-4. Expression of such molecules on activated T cells
cultured in absence of MSCs was considered as the positive
control (Control). Basal expression of molecules in nonacti-
vated T cells was considered as negative control (data not
shown). We found that CD25 and CD69 expression was un-
affected by any of the MSCs from three sources (Fig. 2A, B).
On the other hand, we noted that CTLA-4 expression was not
modified in the BM-MSCs and UCB-MSCs cocultures
(Fig. 2B). Interestingly, we observed significant decrease in
CTLA-4 expression on T cells in PL-MSCs cocultures
(23.8% – 3.7%) when compared with BM-MSCs and UCB-
MSCs cocultures (42.3% – 5.0% and 39.5% – 4.8%, respec-
tively; P < 0.05) (Fig. 2B). No significant differences were
observed in MFI values (data not shown).

Effects of MSCs on the expression of the
immunosuppressive molecules CTLA-4 and PD-L1

Because CTLA-4 is an important negative regulator of
immune responses and achieves maximum expression levels
between 24 and 48 h postactivation [33,34], we decided to
analyze whether the previously observed changes in CTLA-
4 expression remained at 3 days of culture and whether the
presence or absence of cell–cell contact affected this ex-
pression. We performed cocultures with and without cell–
cell contact and measured the percentages and MFI of
CTLA-4-positive cells in the CD4 + population (Fig. 3A).
Expression of CTLA-4 in activated T cells cultured in ab-
sence of MSCs was considered as the positive control
(Control). Basal expression of molecules in nonactivated T
cells was considered as negative control (data not shown).
We observed that in cocultures with cell–cell contact, BM-
MSCs and UCB-MSCs significantly enhanced both the
percentage of CD4 + CTLA-4 + cells (92.6% – 1.8% and
92.1% – 2.5%, respectively) when compared with control
(76.0% – 3.4%; P < 0.05) (Fig. 3B) and the CTLA-4 MFI
(1.9- and 1.8-fold, respectively; P < 0.05) of the CD4 +

CTLA-4 + population (Fig. 3C). Meanwhile, in cocultures
without cell–cell contact, no increases were observed in the
percentage of CD4+ CTLA-4+ or the CTLA-4 MFI and the MFI
values were significantly lower than in cell–cell contact cocul-
tures of BM-MSCs and UCB-MSCs (P < 0.05) (Fig. 3B, C). We
also observed that PL-MSCs did not increase CTLA-4 expres-
sion levels, and the CTLA-4 percentage and MFI increases in
the PL-MSCs cocultures with contact were significantly
lower (74.7% – 2.3% and MFI:1.1-fold) than those in the
BM-MSCs (92.6% – 1.8% and 1.9-fold; P < 0.05) and UCB-
MSCs cocultures (92.1% – 2.5% and 1.8-fold; P < 0.05)
(Fig. 3B, C). These results suggest the need for MSCs–T-cell
contact to promote increased CTLA-4 expression and that
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FIG. 1. BM-MSCs and
UCB-MSCs decrease both
CD4 + and CD8 + T-cell
proliferation in a cell con-
tact-dependent manner. Anti-
CD3/CD28-activated CD3+ T
cells were cocultured in the
presence of BM-MSCs, UCB-
MSCs, or PL-MSCs at a 1:1
ratio of MSCs:T cells. Co-
cultures were prepared in the
presence (black bars) or ab-
sence (white bars) of cell–cell
contact; the latter were per-
formed with transwell cham-
bers. Proliferation of activated
CD3+ T cells cultured in ab-
sence of MSCs was the positive
control (100% proliferation,
n = 10, gray bars). The per-
centage of BrdU incorporation
was determined in the CD3 + ,
CD4+ , and CD8+ populations
after 3–4 days of culture. (A)
Representative dot plots from
an experiment. (B) Data are
shown as the mean – SEM for
the percentages of proliferation
(BM-MSCs: n = 10 with cell–
cell contact, n = 5 transwell;
UCB-MSCs: n = 10 with cell–
cell contact, n = 5 transwell;
and PL-MSCs: n = 10 with
cell–cell contact, n = 5 trans-
well. Individual experiments).
*Indicates a statistically signif-
icant difference with P < 0.05.
BM-MSCs, bone marrow
mesenchymal stromal cells;
PL, placenta; UCB, umbilical
cord blood; BrdU, 5-bromo-2-
deoxyuridine; SEM, standard
error of mean.
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CTLA-4 may contribute to the reduced proliferation rates
observed in these cocultures.

On the other hand, because cell contact was found to be
very important for the inhibition of T-cell proliferation, we
decided to evaluate the expression of PD-L1, a molecule that

affects T-cell inhibition in a cell contact-dependent manner
[20]. Thus, we analyzed PD-L1 expression on the MSCs
present in the cocultures with and without cell contact (Fig.
4A). The percentage and MFI of PD-L1 + MSCs cultured in
absence of activated T cells, was considered as the basal

FIG. 2. MSCs effects on CD25, CD69,
and CTLA-4 expression. Anti-CD3/CD28-
activated CD3 + T cells were cocultured in the
absence or presence of BM-MSCs, UCB-
MSCs, or PL-MSCs at a 1:1 ratio of MSCs:T
cells (black bars). Cocultures were performed
with cell–cell contact. Molecule expression
on activated T cells cultured in absence of
MSCs was the positive control (Control:
CD25 n = 7, CD69 n = 5, and CTLA-4 n = 10,
gray bars). The percentages of marker ex-
pression were determined in the CD3 + pop-
ulation after 48 h (CD25) or 24 h (CD69 and
CTLA-4). (A) Representative histograms for
CD25, CD69, and CTLA-4. (B) Data are
shown as the mean – SEM of the percentages
of expression (CD25: BM-, UCB-, or PL-
MSCs n = 7 individual experiments for each
cell source; CD69: BM-, UCB-, or PL-MSCs
n = 7 individual experiments for each cell
source and CTLA-4 BM-, UCB-, or PL-
MSCs n = 10 individual experiments for each
cell source). *Indicates a statistically signifi-
cant difference with P < 0.05.
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expression of this molecule (Control). The results showed
that the presence of activated T cells increased the percentage
of PD-L1 + MSCs (CD3-CD90+ PD-L1 + ; P < 0.05) in the
cocultures, regardless of cell contact: BM-MSCs (control:
1.5% – 0.3%, transwell: 54.3% – 10.2%, and contact:
77% – 4.6%), UCB-MSCs (control: 0.11% – 0.03%, trans-
well: 71% – 10.7%, and contact: 76.3% – 8.7%), and PL-
MSCs (control: 0.29% – 0.11%, transwell: 80.0% – 13.8%,
and contact: 97.4% – 1.0%) (Fig. 4B). Similar results were
obtained from an analysis of the PD-L1 MFI, for which in-
creases (P < 0.05) were observed in BM-MSCs (transwell: 5-
fold and contact: 7-fold), UCB-MSCs (transwell: 7-fold and
contact: 16-fold), and PL-MSCs (transwell: 5-fold and con-
tact: 14-fold) (Fig. 4C). These results suggest that PD-L1
might be involved in MSC-mediated immunosuppressive
activity through cell–cell contact. Further, PD-L1 expression
was increased in the cultures regardless of cell contact; this

suggests that this increase might be due to the presence of a
soluble mediator that stimulates PD-L1 expression on MSCs.

Decreased tumor necrosis factor alfa
and increased interferon-c and IL-10 levels in
cocultures with BM-MSCs and UCB-MSCs

Previous studies have demonstrated the importance of in-
terferon gamma (IFNg) for PD-L1 expression on BM-MSCs
[20] and PL-MSCs [35], and for the induction of the im-
munosuppressive properties of MSCs, either alone or in the
presence of other pro-inflammatory cytokines such as tumor
necrosis factor alfa (TNFa). Further, the decreased prolifer-
ation rates observed in cocultures could be related to the
presence of immunosuppressive Th2-like cytokines such as
IL-4 and IL-10 [2,4]. Based on the above findings, we de-
cided to evaluate the presence of cytokines that might be

FIG. 3. BM-MSCs and UCB-MSCs increase the frequency and intensity of CTLA-4 expression on CD4 + CTLA-4 + T
cells. Anti-CD3/CD28-activated CD3 + T cells were cocultured in the absence or presence of BM-MSCs, UCB-MSCs, or
PL-MSCs at a 1:1 ratio of MSCs:T cells. Cocultures were performed with and without (Transwell, white bars) cell–cell
contact (black bars). CTLA-4 expression on activated T cells cultured in absence of MSCs was the expression control
(Control, n = 7, gray bars). The percentages of CTLA-4 + cells and the fold changes the CTLA-4 MFI were determined in
the CD4 + population after 3 days of culture. (A) Representative dot plots from an experiment. (B) Data are shown as the
mean – SEM of the percentage of CD4 + CTLA-4 + and (C) the fold increases in the CTLA-4 MFI in the CD4 + CTLA-4 +

population. BM-MSCs: n = 7 with cell–cell contact, n = 7 transwell; UCB-MSCs: n = 7 with cell–cell contact, n = 7 transwell;
and PL-MSCs: n = 7 with cell–cell contact, n = 7 transwell (Individual experiments). *Indicates a statistically significant
difference with P < 0.05. MFI, mean fluorescence intensity.
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involved in the immunosuppressive responses of the MSCs
from the three sources. Thus, we determined the concentra-
tions of INFg, TNFa, IL-10, and IL-4 in the cocultures with
and without cell contact. Concentration of cytokines detected
in conditioned medium of activated T cells cultured in ab-
sence of MSCs was considered as positive control (Control).
We detected higher concentrations of IFNg and IL-10 in
cocultures with cell contact in the presence of BM-MSCs
(IFNg: 10,761.4 – 1,192 pg/mL, IL-10: 463 – 87 pg/mL; P <
0.05) and UCB-MSCs (IFNg: 13,031.9 – 1,409.8 pg/mL, IL-
10: 393 – 103 pg/mL; P < 0.05), compared with control cul-
tures (IFNg: 2,976 – 936 pg/mL, IL-10: 95 – 25 pg/mL).

However, in PL-MSCs cocultures we detected only an increase
in INFg (8,690 – 1,147 pg/mL; P < 0.05), but not in IL-10
(88.3 – 12.2 pg/mL) (Fig. 5), compared with control cultures.
In cocultures with transwell chambers, the IFNg (BM-MSCs:
3,047 – 593 pg/mL, UCB-MSCs: 3,596 – 1,101 pg/mL, and
PL-MSCs: 3,023 – 749 pg/mL) and IL-10 concentrations (BM-
MSCs: 72 – 14 pg/mL, UCB-MSCs: 87 – 27 pg/mL, and PL-
MSCs: 143 – 42 pg/mL) were similar to those observed in
activated T cells in the absence of MSCs. We observed a
tendency to decline TNFa secretion in cocultures with
cell contact and with transwell chambers in presence of BM-
MSCs (contact: 652 – 160 pg/mL; transwell: 479 – 76 pg/mL;

FIG. 4. PD-L1 expression is
increased in MSCs in the presence
of activated CD3 + T cells. BM-
MSCs, UCB-MSCs, or PL-MSCs
were cocultured in the absence
or presence of anti-CD3/CD28-
activated CD3 + T cells at a 1:1
ratio of MSCs:T cells. Cocultures
were performed with (Contact,
black bars) and without (Trans-
well, white bars) cell–cell contact.
PD-L1 expression on MSCs cul-
tured in absence of activated T
cells was considered as basal ex-
pression of such molecule (Con-
trol: BM-MSCs n = 6, UCB-MSCs
n = 5, PL-MSCs n = 4, gray bars).
The percentages of PD-L1 + cells
and the fold increase in the PD-L1
MFI were determined in the
CD3-CD90+ population after 3 days
of culture. (A) Representative dot
plots from an experiment. (B) Data
are shown as the mean – SEM of the
percentages of CD3-CD90+ PD-
L1+ cells and (C) the fold increases
in PD-L1 MFI in the CD3-CD90+

PD-L1 + population. BM-MSCs:
n = 6 with cell–cell contact, n = 6
Transwell; UCB-MSCs: n = 5 with
cell–cell contact, n = 5 transwell;
and PL-MSCs: n = 4 with cell–cell
contact, n = 4 transwell (Individual
experiments). *Indicates a statisti-
cally significant difference with
P < 0.05. PD-L1, programmed death
ligand 1.
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P < 0.05) and UCB-MSCs (contact: 544 – 151 pg/mL and
transwell: 430 – 105 pg/mL; P < 0.05) compared with control
cultures (944 – 130 pg/mL). Moreover, no significant changes
were observed in the concentrations of IL-4 under any of the
culture conditions (Fig. 5). These results suggest that BM-
MSCs and UCB-MSCs, when in contact with activated T cells,
induced secretion of both IFNg and IL-10; PL-MSCs, on the
other hand, only induced INFg secretion. Further, in contrast to
PL-MSCs, both BM-MSCs and UCB-MSCs decline TNFa
secretion.

BM-MSCs and UCB-MSCs induce PGE2 secretion

PGE2 is a mediator that affects T-cell activation, prolif-
eration, and differentiation; as such, it has been shown to
decrease proliferation, stimulate IL-4 and IL-10 secretion,
and promote adaptive Tregs (CD4 + CD25 + Foxp3 + ) differ-
entiation [36]. Because we detected increased IFNg con-
centrations in the BM-MSCs and UCB-MSCs cocultures
and because BM-MSCs secrete PGE2 in response to IFNg
stimulation [2], we decided to evaluate the PGE2 concen-
trations in MSCs and activated T-cell cocultures with cell
contact. Concentration of PGE2 detected in conditioned
medium of MSCs cultured in absence of activated T cells,
was considered as the basal expression of this molecule
(Control). We observed that PGE2 secretion was signifi-

cantly increased only in the BM-MSCs and UCB-MSCs
cocultures (32.0 – 0.6 ng/mL and 33.5 – 2.6 ng/mL, respec-
tively; P < 0.05), while the PGE2 levels in the PL-MSCs
cocultures remained similar to those observed in the control
cultures (0.8 – 0.3 ng/mL and 0.5 – 0.14 ng/mL, respectively)
(Fig. 6). These results indicate different PGE2 induction
potentials between BM-MSCs/UCB-MSCs and PL-MSCs
and suggest that PGE2 might be involved in the inhibition of
T-cell proliferation in the BM-MSCs and UCB-MSCs co-
cultures with cell contact.

BM-MSCs and UCB-MSCs induce generation
of T-cell subsets displaying a regulatory phenotype

Several studies have indicated that IFNg, IL-10, and
PGE2 are involved in Tregs induction [8,9,37]. Because we
detected increased levels of these mediators in the BM-
MSCs and UCB-MSCs cocultures with cell contact, which
were concomitant with the inhibited CD4 + and CD8 + T-
cell proliferation and increased CD4 + CTLA-4 + T-cell fre-
quencies, we determined whether these findings were related
to the generation of CD4 + CD25 + Foxp3 + Tregs. Because
CTLA-4 is a molecule that is constitutively expressed on
Tregs and is essential to their function [38], we also ana-
lyzed the generation of CD4 + CD25 + CTLA-4 + and CD8 +

CD25 + CTLA-4 + T-cell subsets displaying a regulatory

FIG. 5. IFNg and IL-10 expression are strongly induced in cell-contact cocultures with BM-MSCs and UCB-MSCs. Anti-
CD3/CD28-activated CD3 + T cells were cocultured in the absence or presence of BM-MSCs, UCB-MSCs or PL-MSCs at a
1:1 ratio of MSCs:T cells. Cocultures were performed with (black bars) and without (Transwell, white bars) cell–cell
contact. IFNg, IL-10, TNFa and IL-4 concentrations in cell-free supernatants were determined with a cytometric bead array
after 3 days of culture. Cytokines concentration detected in conditioned medium of activated T cells cultured in absence of
MSCs, were considered as basal expression of such cytokines (Control, n = 7, gray bars). Data are shown as the mean –
SEM of the cytokine concentrations (BM-MSCs: n = 7 with cell–cell contact, n = 7 transwell; UCB-MSCs: n = 7 with cell–
cell contact, n = 7 transwell and PL-MSCs: n = 7 with cell–cell contact, n = 7 transwell. Individual experiments). *Indicates a
statistically significant difference with P < 0.05. IFNg, interferon-g; IL, interleukin; TNFa, tumour necrosis factor alfa.
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phenotype [6]. Thus, the T-cell populations from the MSCs
cell contact cocultures were obtained. The percentages of
Foxp3 + cells were determined within the CD4 + CD25 + T-
cell fraction, and the percentages of CTLA-4 + and CTLA-
4high cells were determined within the CD4 + CD25 + and
CD8 + CD25 + fractions. The percentage of Foxp3 + , CTLA-
4 + , and CTLA-4high in addition to MFI of CTLA-4 + of
CD4 + CD25 + T-cell fraction from activated T cells cultured
in absence of MSCs was considered as the basal population
of T-cell displaying a regulatory phenotype (Control).

We found no significant increases in CD4 + CD25 +

Foxp3 + Tregs generation; however, there was a tendency
toward reduced percentages of this population in the
PL-MSCs cocultures, although this was not statistically
significant (data not shown). In contrast, we noted that the
presence of either BM-MSCs or UCB-MSCs significantly
increased the percentage of CD4 + CD25 + CTLA-4 + cells
over the control (98% – 0.6%, 97% – 0.9% and 86% – 1.2%,
respectively; P < 0.05) (Fig. 7A, B), and the CTLA-4 MFI in
CD4 + CD25 + T cells (2.6-fold and 2.3-fold over the control,
respectively; P < 0.05) (Fig. 7A, C). We also noted that both
types of MSCs induced an increase in the percentage of
CD4 + CD25 + CTLAhigh cells (control: 32.8% – 5.7%, BM-
MSCs: 71.1% – 7.5%, and UCB-MSCs: 69% – 5.5%;
P < 0.05) (Fig. 7D). In contrast, there were no significant
increases in the CD4 + CD25 + CTLA-4 + population with
regard to percentage (Control: 86.5% – 1.2%, PL-MSCs:
85.6% – 3.3%) or MFI (control: 1-fold and PL-MSCs: 1.2-
fold) in the PL-MSCs cocultures. Similarly, we observed no
increase in the percentage of CD4 + CD25 + CTLAhigh cells
in the PL-MSCs cocultures (Control: 32.8% – 5.7% and PL-
MSCs: 37.9% – 8.3%). Interestingly, the values obtained for
the percentages and expression levels of CTLA-4 in the PL-
MSC cocultures were significantly lower (CD4 + CD25 +

CTLA-4 + : 85.6% – 3.3%, MFI: 1.2-fold, and CD4 + CD25 +

CTLAhigh: 37.9% – 8.3%; P < 0.05) than those from the

BM-MSCs (CD4+ CD25+ CTLA-4+ : 98% – 0.6%, MFI: 3.6-
fold, and CD4 + CD25+ CTLAhigh: 71.1% – 7.5%) and UCB-
MSC cocultures (CD4+ CD25+ CTLA-4+ : 96.9% – 0.9%,
MFI: 3.3-fold, CD4 + CD25+ CTLAhigh: 69% – 5.5%) (Fig. 7).
However, we did not observe changes in CTLA-4 on the
CD8 + T cells from any of the tested conditions (data not
shown).

Discussion

MSCs have been reported to be immunosuppressive.
Thus, BM-MSCs have been used to treat GVHD, a condition
in which donor T cells are the principal effector cells in an
immune response against the host tissues [39]. Although
BM is the main source of MSCs, it has some disadvantages
such as a lack of donors, a difficult harvesting procedure,
and reduced numbers of MSCs with age [17]. We have
shown that MSCs from alternative sources such as UCB and
PL have morphologic and immunophenotypic characteris-
tics and differentiation capacities similar to those of
BM-MSCs [18]. Several authors have reported the immu-
nosuppressive effects of BM-MSCs [1,2,4,8,10,11,22];
however, it is little known whether UCB-MSCs and PL-
MSCs shared the immunosuppressive properties of BM-
MSCs and could thus be considered as alternative sources of
MSCs for clinical protocols. Some studies of MSCs from
adult [BM and adipose tissue (AT)] and neonatal sources
(UCB and PL) have compared different characteristics re-
garding morphology, expansion potential, multiple differ-
entiation capacity, immunophenotype, and hematopoietic
support capacity. No significant differences concerning the
morphology, immunophenotype, osteogenic, and chondro-
genic differentiation capacity were observed [18,40], how-
ever, UCB-MSCs showed no adipogenic differentiation
capacity but in contrast showed higher proliferation capacity
than BM-MSCs and AT-MSCs, whereas BM-MSCs pos-
sessed the shortest culture period and the lowest prolifera-
tion capacity [40]. Further, both UCB-MSCs and BM-MSCs
are superior to MSCs from AT for maintenance of primitive
hematopoietic progenitor cells [41]. This study is the first to
compare the immunosuppressive properties of BM-MSCs,
UCB-MSCs, and PL-MSCs on an enriched population of
CD3 + T cells while under identical culture conditions.

MSCs from the three sources met the criteria established
by the ISCT [29] with regard to immunophenotype, osteo-
genic, and chondrogenic differentiation capacities; however,
as we have previously demonstrated [18], UCB-MSCs
showed no adipogenic capacity, unlike BM-MSCs and PL-
MSCs, a fact that has been corroborated by other research
groups [40]; further, we observed that PL-MSCs has a lower
adipogenic capacity than BM-MSCs. Interestingly, MSCs
from both neonatal sources do not show the same adipo-
genic capacity than those from adult source, this aspect
could be related to the fact that in adult stage adipocytes
formation is increased in BM and therefore BM-MSCs from
adults would have higher tendency toward adipogenic lin-
eage compared with MSCs from neonatal sources, which
could be predisposed to regenerate supporting tissues (bone
and cartilague) important for such developmental stage; this
hypothesis is supported by previous studies that suggest
differences in adipogenic capacity between MSCs from
children and adults [42].

FIG. 6. PGE2 expression is induced in BM-MSCs and
UCB-MSCs cocultures. BM-MSCs, UCB-MSCs, or PL-
MSCs were cocultured in the absence or presence of anti-
CD3/CD28-activated CD3 + T cells at a 1:1 ratio of MSCs:T
cells. Cocultures were performed with cell–cell contact
(black bars). PGE2 concentrations in cell-free supernatants
were determined by ELISA after 3 days of culture. PGE2

concentrations detected in conditioned medium of MSCs
cultured in absence of activated T cells were considered as
basal expression of such molecule (Control, gray bars).
Data are shown as the mean – SEM (Control n = 3, BM-
MSCs n = 3, UCB-MSCs n = 3, and PL-MSCs n = 3). In-
dividual experiments (evaluations were performed in du-
plicate). *Indicates a statistically significant difference with
P < 0.05. PGE2, prostaglandin E2; ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay.
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Most previous studies analyzed the immunosuppressive
capacity of BM-MSCs and other alternative sources such as
amnios, PL, Wharton’s jelly, and umbilical cord on allo-
antigen or PHA-activated PBMC [4,8,12,13,43]. These
studies are important because MSCs act on many of the
leukocyte subsets involved directly or indirectly in regu-
lating the immune response in vivo [2,3,24,44]. However,
few studies have analyzed BM- and PL-MSCs-mediated
immunosuppression on CD3 + T-cell-enriched populations
[10,14,25,45], which is important in the context of GVHD,
because they are the major effector cells in this disease [39].
Additionally, the immunosuppressive effects of UCB-MSCs
on this T-cell population remain unknown. To assess this,
we analyzed the immunosuppressive effects of MSCs from
the three sources on the proliferation of a CD3 + T-cell-
enriched population. We noted that BM-MSCs, UCB-MSCs,
and to a lesser extent PL-MSCs, suppressed the proliferation
of anti-CD3/CD28-activated CD3 + T cells only in the
presence of direct contact between the two cell populations;

similar results were previously obtained with mouse BM-
MSCs [23]. Moreover, several studies have reported that a
lack of cellular contact affects MSCs-mediated immuno-
suppression because the reduction of activated T-cell pro-
liferation was less apparent [8,20–22,30,46,47].

Despite evidence of the importance of cell contact in
MSCs immunosuppression, little is known about mecha-
nisms involved in this process. In this regard it has been
shown that expression of adhesion molecules ICAM-I and
VCAM-I on MSCs decline proliferation of splenocytes ac-
tivated with anti-CD3 antibodies [48] and further, both ad-
hesion molecules have the capacity to induce CTLA-4
expression on T cells [49], which is involved in inhibition of
T-cell proliferation [33,34]. In addition, cell contact be-
tween MSCs and T cells increase expression of IL-10, HLA-
G1, and HLA-G5 immunosuppression molecules [7,8,19,21],
which are involved in the inhibition of T-cell proliferation. It
appears that HLA-G1, whose expression is increased on
MSCs cocultured with activated T cells [21], is the molecule

FIG. 7. BM-MSCs and
UCB-MSCs induce the gener-
ation of T-cell subsets display-
ing a regulatory phenotype.
Anti-CD3/CD28-activated
CD3 + T cells were cocultured
in the absence or presence
of BM-MSCs, UCB-MSCs,
or PL-MSCs at a 1:1 ratio of
MSCs:T cells. Cocultures
were performed with cell–cell
contact (black bars). The
percentages of the CTLA-4 +

and CTLA-4high populations
and the fold changes in the
CTLA-4 MFI were deter-
mined in the CD4 + CD25 +

population after 3 days of
culture. CD4 + CD25 + CTLA-
4 + T cells detected in acti-
vated T cells cultured in ab-
sence of MSCs were
considered as control (Con-
trol, gray bars). (A) Re-
presentative dot plots from an
experiment. (B) Data are
shown as the mean – SEM of
the percentages of CD4 +

CD25 + CTLA-4 + , (C) fold
changes in the CTLA-4 MFI
in CD4 + CD25 + CTLA-4 +

cells and (D) CD4 + CD25 +

CTLA-4high cells. Control
n = 4, BM-MSCs n = 4, UCB-
MSCs n = 4, and PL-MSCs
n = 4 (Individual experi-
ments). *Indicates a statisti-
cally significant difference
with P < 0.05.
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responsible to stimulate initial secretion of IL-10, which
stimulate HLA-G5 secretion in MSCs and through a positive
feedback mechanism stimulate secretion of IL-10. In fact, it
has been shown that increase in HLA-G5 secretion is more
evident in cell contact [8].

When we examined whether CD4 + and CD8 + T-cell
populations are equally affected by MSCs from the three
sources, we found that BM-MSCs and UCB-MSCs signifi-
cantly reduced the proliferation of both CD4 + and CD8 + T
cells, whereas PL-MSCs only reduced the proliferation of
CD4 + T cells. These observations are consistent with pre-
vious research, in which BM-MSCs and UCB-MSCs were
found to have similar immunosuppressive capacities on
PBMC in MLR and PHA activation assays [30,50]. Simi-
larly, Chang et al. [35] used an alloantigen-activated PBMC
model to demonstrate that PL-MSCs more efficiently sup-
pressed the proliferation of CD4 + T cells relative to CD8 +

T cells. Our results demonstrate for the first time that under
identical culture conditions, BM-MSCs and UCB-MSCs
have a greater potential for CD3 + T-cell immunosuppres-
sion than PL-MSCs. Similar results were obtained from
MSCs from Wharton’s jelly, which decline proliferation of
PHA- activated PBMC similar to those of BM-MSCs [51].

The observed inhibited T-cell proliferation might be re-
lated to the downregulation of activation markers such as
CD25, CD69, and CTLA-4. Several studies have described
the effect of BM-MSCs on the expression of these mole-
cules [4,10,12,24]; however, it is not known whether UCB-
MSCs and PL-MSCs have a similar effect. We found that
MSCs from the three sources did not affect CD25 and CD69
expression on activated CD3 + T cells, which was consistent
with previous reports from BM-MSCs [4,12].

Meanwhile, we noted that BM-MSCs and UCB-MSCs
did not affect CTLA-4 expression at 24 h, unlike PL-MSCs,
which significantly decreased CTLA-4 expression. It was
previously demonstrated that BM-MSCs do not affect
CTLA-4 in activated CD4 + and CD8 + T-cell-enriched
populations [4], which is consistent with our results. The
CTLA-4 expression trends, which were first observed at 24 h
of culture with MSCs from the three sources, were most
evident after 3 days of culture; this effect was only observed
in cell-contact cocultures, wherein we found significant in-
creases in CTLA-4 expression in activated CD4 + T cells in
the presence of BM-MSCs and UCB-MSCs, but not PL-
MSCs. It is noteworthy that the increased CTLA-4 expres-
sion is consistent with the greater ability of both the BM-
MSCs and UCB-MSCs to reduce T-cell proliferation; this
suggests the involvement of CTLA-4 + Tregs populations in
this inhibitory process.

Because we observed reduced T-cell proliferation only in
the cell-contact cocultures, we assumed that PD-L1, a
molecule involved in MSC-mediated immunosuppression
through a cell contact-dependent mechanism [20], might be
upregulated on MSCs. Our results demonstrated that co-
cultured MSCs from the 3 sources had increased PD-L1
expression levels regardless of cell contact. Similar results
have been observed in BM-MSCs [20], PL-MSCs [35], and
Wharton’s jelly [47]; however, this is the first study to show
this increase in UCB-MSCs.

IFNg can act as an immunosuppressive cytokine and as
such, is capable of directly inhibiting proliferation and in-
ducing T-cell apoptosis [37,52], stimulating the synthesis of

immunosuppressive molecules such as IDO, PGE2, and PD-
L1 in MSCs [1,2,20], and facilitating the immunosuppres-
sive properties of MSCs [4,5,53,54]. Thus, we decided to
analyze IFNg expression in our cocultures with and without
cell contact. We detected significant increases in the IFNg
concentrations in the supernatants from cell contact cocul-
tures in the presence of MSCs derived from the three
sources, which is correlated with the increase observed in
PD-L1 expression in this culture condition. Interestingly, we
also observed increased PD-L1 expression levels in the
cocultures regardless of cell contact, which is likely be-
cause, even at low concentrations, IFNg can stimulate
PD-L1 expression on MSCs, as previously demonstrated in
BM-MSCs and umbilical cord-MSCs [47,55]. It is worth
mentioning that in PL-MSCs cocultures, IFNg might stim-
ulate the secretion of IDO [35], an enzyme that depletes
tryptophan and subsequently promotes the inhibition of
CD4 + and CD8 + T-cell proliferation; however, it is has
been suggested that CD8 + T cells are more resistant to IDO-
mediated immunosuppression than CD4 + T cells [56,57],
which might explain why we observed reduced CD4 + but
not CD8 + T-cell proliferation in the PL-MSCs cocultures.
Unlike PL-MSCs, in BM-MSCs and UCB-MSCs cocultures,
besides participation of PD-L1, other molecules and im-
munosuppressor populations seem to be involved. These
results suggest that INFg and PD-L1 are not the only mol-
ecules that are involved in the immunosuppressor effect of
MSCs from the three sources. Our results seem to contradict
previous reports in which the presence of MSCs from BM,
UCB, PL, AT, and Wharton’s jelly, either did not affect or
decrease IFNg secretion by activated T cells [20,45,58,59];
however, it was recently reported that MSCs-mediated ef-
fects on IFNg secretion depend on the T-cell source and the
type of activation and the presence of MSCs even favor the
secretion of IFNg by CD3 + T cells activated with anti-CD3/
CD28 [14].

All of these results support our observations in which
MSCs increase IFNg secretion through contact with acti-
vated T cells; apparently, this correlates with reduced T-cell
proliferation, in which PD-L1 could actively participate by
cell contact, as previously demonstrated in BM-MSCs and
PL-MSCs [20,52]. The IFNg-mediated regulation of PD-L1
and its involvement in immunosuppression mediated by
UCB-MSCs are ongoing studies in our laboratory.

Similarly, the decreased proliferation observed in the
cocultures could be related to the presence of immunosup-
pressive cytokines. It has been shown that the activation of
T cells in the presence of BM-MSCs reduces the secretion of
Th1 proinflammatory cytokines (TNFa and IFNg) and in-
duces the secretion of Th2 anti-inflammatory cytokines (IL-
4 and IL-10) [2]. Further, IFNg, along with TNFa, increases
MSCs-mediated immunosuppression by favoring the secre-
tion of immunosuppressive molecules such as PGE2 [2,4].
Therefore, along with the IFNg secretion patterns in our
cocultures, we also analyzed TNFa, IL-10, and IL-4 secre-
tion. The results revealed no significant increases in levels
of IL-4; it suggests that a Th2 type response is not gener-
ated, however, we observed a decrease in secretion of TNFa
in cocultures in presence of BM-MSCs and UCB-MSCs,
which suggest that Th1 type response could be decreased as
has been previously shown [2]. Moreover, we observed a
significant increase in IL-10 secretion in the cell-contact
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cocultures with BM-MSCs and UCB-MSCs and interest-
ingly we did not observe changes in TNFa and IL-10 se-
cretion patterns in cocultures with PL-MSCs, which are
related to their low immunosuppressive potential.

Through antibody studies, it has been shown that IL-10 is
important in BM-MSC-mediated immunosuppression; this
cytokine is also involved in Tregs generation [5,8]. Previous
reports have shown that the inhibition of cell contact be-
tween BM-MSCs and T cells affects IL-10 secretion
[7,8,19]. Thus in our system, BM-MSCs and UCB-MSCs-
mediated immunosuppression through cell contact could be
facilitated by similar mechanisms because both types of
MSCs promoted CTLA-4 expression on CD4 + T cells and
increased IL-10 and IFNg concentrations in the coculture
supernatants; in contrast, such results were not observed in
the PL-MSCs cocultures. Moreover, IFNg stimulates PGE2

secretion from MSCs. PGE2 is an important lipid factor in
the MSCs-mediated immunosuppression of T cells because
it decreases T-cell proliferation, stimulates IL-4 and IL-10
secretion, and promotes adaptive CD4 + CD25 + Foxp3 +

Tregs generation [36]. We detected increased PGE2 con-
centrations in cell-contact cocultures with BM-MSCs and
UCB-MSCs. Apparently, the observed increases in PGE2

might be due to IFNg, as previously suggested by studies of
BM-MSCs [2,5,11]; however, no increase in PGE2 was
observed in PL-MSCs cocultures, which indicates that INFg
is not the only molecule that induce PGE2 secretion; thus,
probably TGF-b and epidermal growth factor could be se-
creted and participate in such an induction, as previously
demonstrated in amnion cells [60]. Currently, the role of
PGE2 in PL-MSCs-mediated immunosuppression remains
unpublished, and our results suggest that PGE2 might be
involved in immunosuppression mediated by BM-MSCs and
UCB-MSCs but not by PL-MSCs. Similarly, previous re-
ports have shown the role of PGE2 in Wharton’s jelly-
MSCs-mediated immunosuppression [61].

Because we observed high concentrations of IFNg, IL-10,
and PGE2 in the cell-contact cocultures with BM-MSCs and
UCB-MSCs, and because these mediators favor Tregs gener-
ation [8,9,37], we decided to determine the presence of Tregs in
our cocultures. We did not detect any increases in the genera-
tion of CD4 + CD25+ Foxp3 + and CD8 + CD25+ CTLA-4+

with any of the MSCs types; however, we did observe signifi-
cant increases in the CD4 + CD25+ CTLA-4+ T-cell subsets
displaying a regulatory phenotype in BM-MSCs and UCB-
MSCs cocultures; this latter finding is consistent with previous
studies [6,50]. To our knowledge, this is the first study to an-
alyze the ability of PL-MSCs to induce Tregs generation, and
we observed that under our conditions, these cells are unable to
generate CD4 + CD25+ CTLA-4+ T-cell subsets displaying a
regulatory phenotype; this finding is consistent with the re-
duced ability of these cells to suppress T-cell proliferation in
our study. CTLA-4 has been suggested to induce IDO ex-
pression in CD4 + T cells; this might have occurred in our
system because this effect is IFNg-dependent [57], and we
detected increased amounts of IFNg in the cocultures that also
generated T-cell subsets displaying a regulatory phenotype.

MSCs-mediated immunosuppression through the involve-
ment of Tregs has been recently demonstrated. In an in vivo
model of arteriosclerosis transplant, it was demonstrated that
local administration of BM-MSCs prevents the disease con-
dition by increasing the local concentrations of IFNg and

IL-10, cytokines produced by Tregs like TR1 [62]. Further in
vitro studies showed that the presence of BM-MSCs favors
the generation of TR1, which have an IL-10 + IFNg+ CD4 +

phenotype [28]. Our laboratory is currently determining
whether these Tregs are generated in our cultures and their
participation in MSCs-mediated immunosuppression.

Although we found differences between PL-MSCs and
BM-MSCs, it seems that the immunosuppression potential is
not related with age, because such potential was similar
between UCB-MSCs and BM-MSCs. Nevertheless, it has
been shown that during aging principally three aspects in
MSCs are affected: (1) proliferation, (2) differentiation ca-
pacity, and (3) genome stability [63], which influence MSCs
quality, although it has suggested that decline in tissue re-
generation capacity during aging may be in part due to
MSCs present in such tissues [17,64]. Our results suggest
that immunosuppression capacity is not affected by age.

In summary, our study shows that PL-MSCs possess less
immunosuppressive potential than do BM-MSCs and UCB-
MSCs, however for the three sources, T-cell contact is es-
sential for immunosuppression process. Unlike PL-MSCs,
BM-MSCs and UCB-MSCs reduce both CD4 + and CD8 +

T-cell proliferation, increase IL-10 and PGE2 expression
and induce generation of CD4 + CD25 + CTLA-4 + T-cell
subsets displaying a regulatory phenotype. Interestingly,
BM-MSCs and UCB-MSCs have similar immunosuppres-
sive properties. To our knowledge, this is the first study in
which the immunosuppressive properties of MSCs from
BM, UCB, and PL are compared under identical culture
conditions, using a CD3 + T-cell-enriched population. Our
results suggest that UCB-MSCs, rather than PL-MSCs,
would be a good alternative to BM-MSCs in cell therapy
protocols for the treatment of immunological diseases such
as GVHD, graft rejection, or autoimmune diseases.
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