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RESUMEN 
 
El pot encial de diferenciación, capacidad de s oporte he matopoyético y  l as pr opiedades 

inmunomoduladoras de  l as c élulas t roncales m esenquimales ( MSCs, del inglés 

Mesenchymal Stem Cells) de  médula ósea ( MO), las convierte en a gentes t erapéuticos 

atractivos par a un amplio rango de en fermedades. Actualmente, el  pr incipal us o 

terapéutico de l as MSCs en l a ap licación c línica ha s ido para m ejorar el t rasplante de  

células t roncales he matopoyéticas ( HSCT, del inglés Hematopoietic Stem Cells 

Transplantation) y par a t ratar l a en fermedad d e i njerto c ontra hos pedero ( GVHD, del 

inglés Graft vs Host Desease). Por otro lado, cultivos a escala clínica (CSCs, del inglés 

Clinical Scale Cultures) han sido usados para expandir MSCs de MO para su uso en 

protocolos de terapia celular, sin embargo, se conoce poco acerca de la funcionalidad de 

las células expandidas. El principal objetivo de este estudio fue evaluar las características 

funcionales de M SCs de M O expandidas a par tir de C SCs para determinar la calidad de 

las c élulas par a protocolos de t erapia c elular, pr incipalmente p ara aquellos de  

recuperación hematopoyética y t ratamiento de l a GVHD en el  HSCT. Para realizar es te 

proyecto, se analizó la m orfología, inmunofonotipo, pot encial de diferenciación 

(adipogénico, osteogénico y condrogénico), capacidad de soporte hematopoyético y 

capacidad de i nmunosupresión de M SCs de M O p rovenientes de c ultivos a peq ueña 

escala (SSCs, del inglés Short Scale Cultures) y de CSCs en una manera comparativa. 

Después de 12 días de cultivo en CSCs, se obtuvieron 125.52 x 106 ± 25.6 x 106 MSCs de 

MO, núm ero c elular que c orresponde al  nú mero de  MSCs r equeridas par a H SCT 

(aproximadamente 1.7 x 106 MSCs/kg para un paciente de 70-kg de peso). Después de la 

expansión, las MSCs de MO mantuvieron un inmunofenotipo característicos de este tipo 

de c élulas, sin e mbargo, el  C SCs di sminuyó su ca pacidad de di ferenciación hacia l os 

linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico y su habilidad para inhibir la proliferación 

de l infocitos T c omparado c on MSCs de S SCs. Es i mportante not ar que l as MSCs de 

CSCs mantuvieron la habilidad para soportar la proliferación y expansión de células 

progenitoras hematopoyéticas y la capacidad para producir moléculas involucradas en l a 

regulación de l a he matopoyesis. Este estudio, r esalta l a importancia de evaluar l as 

propiedades f uncionales de MSCs de  MO c ultivadas a g ran es cala, par a v erificar su 

calidad con fines de terapia celular.  
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ABSTRACT 
 

The di fferentiation c apacity, hem atopoietic s upport and i mmunomodulatory pr operties of  

human bone marrow m esenchymal s tromal c ells ( BM-MSCs) m ake t hem at tractive 

therapeutic agents for a wide range of diseases. The principal therapeutic use of MSCs in 

clinical app lication ha ve been t o i mprove t he hem atopoietic s tem c ells t ransplantation 

(HSCT) and t o treat t he graft v ersus ho st di sease ( GVHD). On t he other hand, c linical 

scale cultures (CSCs) have been used to expand BM-MSCs for their use in cell therapy 

protocols, however, little is known about the functionality of the expanded cells. The main 

goal of the present study was to evaluate the functional characteristics of BM-MSCs 

expanded f rom CSCs t o det ermine t he quality of  t he cells for cellular t herapy pr otocols, 

mainly for hematopoietic recovery and t reatment for GVHD in the HSCT. To address this 

issue, w e anal yzed t he m orphology, i mmunophenotype, di fferentiation pot ential 

(adipogenic, os teogenic and c hondrogenic), he matopoietic s upport and  

immunosuppressive capacity of BM-MSCs from short scale cultures (SSCs) and CSCs in 

a comparative manner. After 12 days of culture in CSCs, BM-MSCs reached cell numbers 

of 124.4 x 106 ± 27.2 x 106 MSCs, which corresponded to the number of cells required for 

transplantation ( approximately 1. 7 x  10 6 MSCs/kg for a 70 -kg pa tient). A fter ex pansion, 

BM-MSCs expressed the characteristic i nmunophenotype of  MSCs, however, expansion 

decreased t heir di fferentiation c apacity t owards the adi pogenic, os teogenic an d 

chondrogenic l ineages and t heir ability to inhibit T cell proliferation compared with SSCs-

MSCs. Im portantly, CS Cs-MSCs m aintained t he abi lity t o s upport the pr oliferation an d 

expansion of  hematopoietic pr ogenitor cells an d t he capacity t o express and p roduce 

molecules involved i n t he r egulation o f hematopoiesis. O ur s tudy hi ghlights t he need t o 

evaluate the functional properties of the expanded BM-MSCs to verify their quality for cell 

therapy protocols. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
1. Células troncales mesenquimales, identificación y caracterización. 

 
Las c élulas t roncales m esenquimales ( MSCs del inglés Mesenchymal Stem Cells), 

también l lamadas células estromales mesenquimales, son células troncales adultas, que 

fueron de scubiertas en l a m édula ósea ( MO) por Fr iedenstein y  c olaboradores en l a 

década de l os años sesenta (Friedenstein et al, 1966). En la actualidad, se conocen tres 

propiedades bi ológicas y  f uncionales pr incipales de l as MSCs, la c uales s e ha n 

demostrado in vitro e in vivo. La primera propiedad es el potencial multilinaje, ya que las 

MSCs tienen la capacidad de diferenciarse hacia adipocitos, osteoblastos,  condroblastos, 

cardiomiocitos, células epiteliales y  células neurales (Kim and C ho, 20 13). La  segunda 

propiedad es  l a c apacidad de s oporte he matopoyético, ya q ue, l as M SCs pr oducen 

moléculas que favorecen la formación de células hematopoyéticas (Fajardo-Orduña et al, 

2015). La tercera propiedad es la capacidad inmunosupresora mediada por su interacción 

con los linfocitos y otras células del sistema inmune (Castro-Manreza et al, 2014; Castro-

Manrreza and Montesinos, 2015).  

 

Debido a que no se ha identificado una molécula que caracterice de manera específica a 

las MSCs y q ue per mita obt enerlas de m anera s electiva, en el año 20 06, l a S ociedad 

Internacional de Terapia C elular (ISCT, del inglés International Society for Cellular 

Therapy), propuso a la comunidad científica adoptar medidas estándares para la 

identificación de MSCs. Así, la ISCT propone tres criterios: primero, las células deben ser 

adherentes al  plástico cuando son m antenidas en cultivo; segundo, deben ser pos itivas 

para l os ant ígenos C D105, C D73 y  C D90, adi cionalmente deben s er n egativas par a l a 

expresión de antígenos hematopoyéticos tales como CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 y 

CD19 así como HLA-DR, y tercero, deben ser capaces de di ferenciarse hacia adipocitos, 

osteoblastos y condroblastos (Dominici et al, 2006). 

 

2. Capacidad de soporte hematopoyético de las células troncales mesenquimales  
 

Las células de la sangre o células hematopoyéticas tienen un tiempo de vida finito, por lo 

que m antener sus números en c ondiciones es tándar o de am plificación en r espuesta a  
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estrés hematológico, requiere de una actividad hematopoyética constante, 

experimentando una serie de divisiones clonales a lo largo de la vida de un individuo 

(Szilvassy, 2003) . Para m antener esta actividad c onstante, l as c élulas hematopoyéticas 

residen en un ambiente especializado llamado microambiente hematopoyético, que regula 

el pr oceso de l a he matopoyesis (formación de c élulas s anguíneas) a t ravés de 

interacciones que oc urren ent re l as c élulas he matopoyéticas y  l as c élulas del  s istema 

estromal (Adams and Scadden, 2006). El sistema estromal es un conjunto de células que 

producen moléculas de l a matriz extracelular (MEC), moléculas de adhes ión y  c itocinas 

que r egulan l a hem atopoyesis. E ntre los t ipos c elulares q ue c onstituyen e l s istema 

estromal se encuentran los macrófagos (de origen hematopoyético), células endoteliales, 

adipocitos, osteoblastos y células reticulares, las cuales se originan a pa rtir de l as MSCs 

(Mayani et al, 2007; Fajardo-Orduña et al, 2015). 

 

Dentro del microambiente hematopoyético s e ha postulado la existencia de sitios 

específicos llamados “nichos” de células troncales hematopoyéticas (HSCs por su siglas 

en inglés), que regulan su autorenovación y diferenciación (Ehninger and Trumpp 2011). 

A partir de investigaciones realizadas principalmente en modelos murinos, se ha obtenido 

evidencia de q ue l as M SCs s on c omponentes i mportantes del  m icroambiente 

hematopoyético den tro de l a M O, y a q ue ade más de  or iginar a  c élulas del  sistema 

estromal, se ha observado que distintas sub-poblaciones de MSCs se localizan dentro de 

los diferentes nichos de las HSCs (Fajardo-Orduña et  al, 2015), mostrando así un papel 

importante en la regulación de estas últimas. Las MSCs producen un rango de moléculas 

reguladoras de la hematopoyesis, dentro de l as que se encuentran aquellas que regulan  

la ac tividad y favorecen el  m antenimiento y  aut orenovación de l as H SCs, as í c omo 

citocinas i nvolucradas en el  pr oceso de c ompromiso y  m aduración de l as c élulas 

hematopoyéticas. Las MSCs también expresan moléculas de adhes ión importantes en e l 

contacto con c élulas hematopoyéticas primitivas (Figura1, Fajardo-Orduña et al, 2015). 

Mientras que se demostró con estudios en modelos animales, la capacidad de l as MSCs 

para mejorar el injerto y la producción de células hematopoyéticas después de la 

depleción de l a M O (Delalat et  al , 2009;  A ngelopoulou et  al , 2003;  Kim et  al , 2006;  

Muguruma et al, 2006; Almeida-Porada et al, 2000; Liu et al, 2005).  

 



6 
 

Las MSCs también se han utilizado en sistemas de co-cultivo in vitro como capa 

alimentadora de  c élulas hem atopoyéticas, c on el obj etivo de favorecer l a ex pansión de 

HSCs y células pr ogenitoras hem atopoyéticas ( HPCs), el lo c on la f inalidad de t ener el  

número s uficiente de c élulas par a s er ut ilizadas en el  trasplante de células troncales 

hematopoyéticas (HSCT, por sus siglas en inglés) en humanos adultos (Flores-Guzmán et 

al, 2009;  Mehrasa et al, 2014). Estas células hematopoyéticas provenientes de s istemas 

de c o-cultivos con M SCs ya han s ido ut ilizadas en l a c línica obteniendo r esultados 

favorables en la recuperación hematopoyética. Así, las MSCs también pueden mejorar el 

HSCT de m anera i ndirecta, es  dec ir, i ncrementando el  núm ero de c élulas 

hematopoyéticas y mejorando su capacidad de injerto previo al trasplante (De Lima et al, 

2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1 . M SCs i ncrementan l a ex pansión de HPCs y  H SCs m ediante l a ex presión de  
moléculas de m embrana, pr oducción de c itocinas s olubles y  de m oléculas de l a m atriz 
extracelular.  
 

El H SCT es  un t ratamiento c on fines c urativos en pac ientes c on en fermedades 

hematológicas, el éxito del mismo depende en gran medida del número de HSCs / HPCs 
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trasplantadas y de l a ausencia del rechazo del injerto (Ringdén, 2009). Debido a q ue las 

MSCs g eneran células es tromales de  l a M O, forman p arte del  ni cho de l as H SCs, 

producen moléculas reguladoras de la hematopoyesis y se demostró su capacidad de 

soporte hematopoyético tanto in vitro como en modelos animales, se han utilizado MSCs 

en la clínica para mejorar el HSCT. Investigaciones recientes demuestran que las MSCs 

favorecen el injerto y una recuperación hematopoyética más rápida (número de neutrófilos 

y plaquetas) en pac ientes sometidos a HSCT (Fajardo-Orduña et al, 2015), en donde l os 

beneficios de las M SCs s obre el  i njerto s e relaciona c on s u c apacidad de s oporte 

hematopoyético, especialmente cuando el número de HSCs / HPCs es limitado (Wu et al, 

2013 a y b) . Se s abe que el  es troma de l a MO en los pac ientes c on enf ermedades 

hematológicas, sufre daño importante y prolongado por las altas dosis de quimioterapia y 

radioterapia antes del HSCT, lo que puede r etrasar el injerto de l as c élulas 

hematopoyéticas (Wu et al, 2013 b). Con los datos previos se ha sugerido que las MSCs 

son capaces de reconstituir el sistema estromal de la MO de los pacientes después de un 

tratamiento ablativo (Hou et al, 2010; Wang et al, 2013), tal como se reportó en modelos 

murinos (Muguruma e t al , 2006) . A pesar de l os reportes que indican que l as M SCs 

favorecen el  HSCT, también existen r eportes en  donde l a recuperación hematopoyética 

en l os pac ientes s ometidos a H SCT c on M SCs no pr esentan mejora s ignificativa en  

comparación c on pacientes a  l os que no  s e l es t rasplantaron MSCs ( MacMillan et  al , 

2009; Gonzalo-Daganzo et al, 2009; Bernardo et al, 2011; Fajardo-Orduña et al., 2015), 

debido a lo cual se requiere más información en este campo.   
 

3. Capacidad de inmunosupresión de las células troncales mesenquimales  
 

Las MSCs poseen propiedades inmunoreguladoras demostradas tanto in vitro como in 

vivo en m odelos m urinos, mismas q ue actúan sobre células del  s istema i nmune i nnato 

(células asesinas naturales, NK por sus siglas en inglés) y adaptativo (células dendríticas, 

linfocitos B  y  lin focitos T;  Bernardo e t al , 2015). En l a respuesta i nmune, l as M SCs s e 

comunican c on el  m icroambiente i nflamatorio e interactúan ac tivamente c on l as c élulas 

del sistema inmune, expresando moléculas de s uperficie que incluyen miembros de l a 

familia de integrinas y moléculas de adhes ión que promueven interacciones celulares vía 

unión c on s u r eceptor s obre c élulas i nmunes (Najar e t al , 2016 ). La c apacidad de  

inmunoregulación de l as M SCs s e pr esenta de m anera i nducida por  l a pr esencia de  
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citocinas i nflamatorias secretadas principalmente por células activadas del sistema 

inmune. Las citocinas i nfluyen en l os e fectos i nmunoreguladores de l as M SCs 

dependiendo del  t ipo de c itocinas y  s u c oncentración, i ndicando q ue l a función 

inmunoreguladora de las MSCs es plástica (Najar et al, 2016). La presencia de IFN-γ y/o 

TNF-α pueden influir e n l as pr opiedades i nmunosupresoras de l as M SCs y  pr oducir 

diferentes e fectos sobre s u función. Mientras q ue en la presencia de un ambiente 

inflamatorio la s MSCs s e activan y adopt an un f enotipo i nmunosupresor (MSCs tipo 2) , 

caracterizado por la secreción de concentraciones altas de factores solubles como 

indolamina 2,3-dioxigenasa (IDO), prostaglandina E2 (PGE2), óxido nítrico (ON), factor de 

crecimiento transformante β (TGF-β) y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), en 

ausencia de un am biente i nflamatorio, l as M SCs pueden adopt ar u n f enotipo pr o-

inflamatorio (MSCs tipo 1) e incrementar la respuesta de linfocitos T mediante la secreción 

de c itocinas q ue reclutan l infocitos en s itios de inflamación. E l bal ance ent re es tas dos 

rutas ayudan al control de la homeostasis en l os tejidos por la promoción de  l a defensa 

del huésped o la reparación del tejido (Bernardo et al, 2015).  

 

Por medio de estudios in vitro se sabe que tanto MSCs autólogas como alogénicas son 

capaces de suprimir la proliferación de linfocitos T inducida por aloantígenos, mitógenos y 

anticuerpos agonistas de CD3 y CD28 (Le Blanc et al, 2003; Di Nicola et al, 2002; Tse et 
al, 2003;  K rampera et  al, 2003 ). Los efectos i nmunosupresores de l as M SCs s e han  

observado utilizando po blaciones totales de células mononucleadas (CMNs) de sangre 

periférica (SP) y poblaciones enr iquecidas en linfocitos T CD3+, CD4+ o CD8+ y en cada 

caso se ha demostrado la capacidad de las MSCs para disminuir su proliferación (Castro-

Manreza and Montesinos 2015). Los mecanismos a través de los cuales las MSCs llevan 

a cabo la supresión de la activación y proliferación de l infocitos T involucran la secreción 

de factores solubles como TGFB1, HGF, IDO, ON, PGE2, interleucina -10 (IL-10) y HLA-

G5, a demás de m ecanismos dependientes del  c ontacto M SCs-linfocito T m ediante la 

expresión del  ligando de m uerte programada-1 ( PD-L1) y  H LA-G1 ( Figura 2.  Castro-

Manreza and Montesinos 2015). Estudios previos demostraron que las MSCs inhiben la 

expresión de moléculas de activación tempranas como CD25 y CD69 en células T CD4+ y 

CD8+ activadas con fitohematoglutinina (PHA; LeBlanc et al, 2004; Groh et al, 2005).  

Se sabe que la inhibición de l a proliferación de l os linfocitos T por parte de las MSCs no 

se ha asociado con la inducción de apoptosis, sino porque las mantiene en fase G0/G1 
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del ciclo celular (Le Blanc et al, 2003; Tse et al, 2003). Por otro lado, se reportó que las 

MSCs s on c apaces de  i nhibir l a diferenciación de monocitos y  c élulas pr ogenitoras 

hematopoyéticas C D34+ hacia c élulas dendr íticas C D1a+, además de di sminuir l a 

capacidad de estas células para inducir la activación de linfocitos T. De la misma manera, 

las MSCs cultivadas con células dendríticas maduras favorece la inducción de células 

reguladoras presentadoras de ant ígeno, a t ravés de las c uales pueden s uprimir 

indirectamente la proliferación de linfocitos T (Nauta et al, 2006; Jiang et al, 2005).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2. MSCs activadas por un microambiente inflamatorio, inhiben la proliferación de 
linfocitos T CD3, CD4 y CD8 mediante la producción de citocinas solubles y la expresión 
de moléculas de membrana. 
 

 

Mediante estudios in vitro también se demostró que las MSCs son capaces de suprimir la 

proliferación, diferenciación y producción de citocinas de linfocitos B (Corcione et al, 2006; 

Krampera et  al , 2006 ) y s uprimen l a c itotoxicidad y pr oliferación de c élulas N K 

(Sotiropoulou et al, 2006). Además, las MSCs tienen la capacidad de polarizar linfocitos T 

hacia un f enotipo r egulador, ef ecto dependi ente de l a pr esencia de monocitos, q ue 

representa un mecanismo importante por el cual las MSCs inhiben la inflamación (Burr et 

al, 2013).  
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Por ot ro l ado, a unado a l a c apacidad de s oporte he matopoyético, l as M SCs t ambién 

favorecen el  H SCT m ediante la pr oducción de un m icroambiente an ti-inflamatorio q ue 

reduce la posibilidad de rechazo del injerto (Ball et al, 2007). Cabe destacar que las MSCs 

no ex presan m oléculas c o-estimuladoras (CD40, C D80 y  C D86) nec esarias par a l a 

activación de linfocitos T (Majumdar et al, 2003; LeBlanc et al, 2003; Chen et al, 2015).  

 

Así, debido a la capacidad de inmunosupresión de las MSCs, principalmente a la 

supresión de l a pr oliferación y  ac tivación de l os l infocitos T, se han utilizado durante o  

después del  H SCT c on el  fin de p revenir o tratar la en fermedad de i njerto c ontra 

hospedero (GVHD, del inglés Graft versus Host Disease) que se desarrolla como efecto 

asociado al trasplante de células hematopoyéticas y que ocurre entre el 30% y el 80% de 

los r eceptores, dependi endo del  g rado de hi stocompatibilidad c on el  donador (Castro-

Manreza and  Montesinos 2015 ; Zh ao et  al , 2015 ). La G VHD se c aracteriza por  l a 

activación de los linfocitos T provenientes del donador, los cuales desarrollan una 

reacción en c ontra d el or ganismo del  receptor provocándole un daño s evero 

principalmente a la piel, tracto gastrointestinal, hígado y pulmón (Goker et al, 2001; 

Aggarwald and  Pittenger B lood 2005 ; Chen et al, 2015). La mayoría de los es tudios en 

donde se han utilizado MSCs para tratar la GVHD, muestran que estas son efectivas entre 

el 45% al 70% de los casos. Sin embargo, también se ha reportado a pacientes que no 

presentan mejoría después de que se les ha trasplantado MSCs como tratamiento para la 

GVHD, por lo que aún existe controversia al respecto (Zhao et al, 2015).  

 

Dentro de las causas que pudieran determinar el efecto de las MSCs en el tratamiento de 

la G VHD, así c omo en l a r ecuperación hem atopoyética, puede s er l a edad y  el es tado 

crítico del paciente, el número de MSCs, el número de dosis de MSCs, el grado de GVHD 

desarrollado en el paciente y la manipulación in vitro de las mismas previo a su trasplante,  

(Zhao et al, 2015; Chen et al, 2015).  

 
4. Cultivo a escala clínica de las células troncales mesenquimales  

 
El número de MSCs presentes en la MO (principal fuente de éstas células para su uso en 

trasplantes) o en otros tejidos adultos o neonatales es muy bajo, por lo que son 

insuficientes para s u a plicación c línica sin pr evia e xpansión ex vivo. Las M SCs s e 
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encuentran en una  frecuencia de 1 M SC por 0.031x106 CMNs de MO (Montesinos et  al, 

2009), mientras que para su aplicación en el HSCT se utilizan de 1x106 hasta 5x106 MSCs 

por kg de peso del paciente (Fajardo-Orduña et al, 2015). Debido a lo anterior, se necesita 

la ex pansión in vitro de MSCs par a obt ener el  núm ero de c élulas s uficientes par a s u 

aplicación clínica. Algunos estudios han tratado de optimizar las condiciones de expansión 

in vitro de las MSCs, incluyendo el uso de sustitutos de productos de origen animal como 

el suero f etal bovino ( SFB) mediante el  us o de  l isado de pl aquetas o suero s angre de 

cordón umbilical o de sangre periférica de humano, aunque las MSCs que se han aplicado 

en H SCT a l a fecha, han s ido expandidas c on S FB  (Azouna et  al , 2012; C hase et  al , 

2012; Cooper et al, 2010). También se han utilizado distintos tratamientos de superficie en 

las pl acas de c ultivo ( Dolley-Sonneville et  al , 2013)  y  s istemas de ex pansión 

automatizados como bioreactores (Dos Santos et al, 2011;  Martin-Manso y Hanley, 2015; 

Carmelo et al, 2015). Con lo anterior, se ha l ogrado incrementar la producción de MSCs 

(Fekete et  al , 2012 , B ara et  a l, 2014 ), s in e mbargo, al gunos grupos r eportan como 

consecuencia la pérdida de su multipotencialidad y capacidad de proliferación, por lo que 

las condiciones de cultivo (medio de cultivo, suplementos, superficie de crecimiento, etc.) 

pueden afectar las características biológicas y funcionales de las MSCs que deberían ser 

consideradas al expandir a las células en una escala clínica (Bara et al, 2014).  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  
 
Actualmente, el HSCT es uno de los principales tratamientos con fines curativos en 

pacientes con enfermedades hematológicas, sin embargo, su éxito depende del número 

de células hematopoyéticas trasplantadas, de su capacidad para injertar en la MO y de la 

ausencia del rechazo del injerto. Además de ello, en los mismos pacientes con 

enfermedades he matológicas, el  es troma de l a M O t ambién s ufre u n daño de gr an 

importancia después de ser sometidos a altas dosis de quimioterapia y radioterapia, por lo 

que s e hac e nec esario r econstituir el  s istema es tromal de l a M O des pués de u n 

tratamiento ablativo. Aunado a es to, des pués del HSCT, el  paciente puede desarrollar 

GVHD dependi endo del grado de i ncompatibilidad con las células p rovenientes del  

donador. Por todo lo anterior, son varios los retos para que el HSCT sea un t ratamiento 

exitoso. A  es te respecto, se ha r eportado que las MSCs de MO t ienen la capacidad de 

incrementar l a ex pansión de H SCs y H PCs, así c omo de i nhibir l a pr oliferación de  

linfocitos T  in vitro. Asimismo, se ha reportado que MSCs trasplantadas con células 

hematopoyéticas pueden mejorar el injerto mediante una recuperación hematopoyética 

más rápida (recuperación del número de neutrófilos y plaquetas) debido a su capacidad 

de soporte hem atopoyético, así como inhibir el  r echazo del  i njerto y prevenir o t ratar la 

GVHD debido a s u c apacidad par a s uprimir a las c élulas del  s istema inmune, t anto en 

modelos murinos como en pacientes trasplantados con células hematopoyéticas. Por todo 

lo anterior, las MSCs de MO han resultado una herramienta prometedora para mejorar el 

HSCT, sin embargo, también existen reportes que indican que las MSCs no favorecen la 

recuperación hematopoyética o no eliminan la GVHD hasta en un 50% de los pacientes 

con HSCT. Por otro lado, debido a que la presencia de MSCs en la MO es escasa (1 MSC 

/ 30,000 C MNs), s e tiene l a nec esidad de ex pandirlas en c ultivos a es cala c línica par a 

obtener un número suficiente de ellas para su uso en el  HSCT (1-5X106 MSCs / kg peso 

del pac iente). S in em bargo, no hay  es tudios en  donde s e c omparen las c aracterísticas 

bilógicas, la capacidad de soporte hematopoyético y la capacidad para inhibir la 

proliferación de linfocitos T de MSCs de MO antes y después de someterlas a un proceso 

de expansión a es cala clínica, por lo que no s e sabe si este proceso modifica de alguna 

manera su biología y f uncionalidad, y  por lo t anto las MSCs pierdan su capacidad para 

favorecer el HSCT. Debido a lo anterior, en este trabajo pretendemos evaluar y comparar 

características bi ológicas ( inmunofenotipo, morfología y c apacidad de diferenciación) y 
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funcionales ( capacidad par a s oportar l a he matopoyesis y capacidad de s uprimir l a 

proliferación de linfocitos T) de MSCs provenientes de cultivo a pequeña escala y cultivo a 

escala clínica. 

 

HIPÓTESIS 
 

El c ultivo a es cala c línica no m odificará la c aracterísticas bi ológicas ni  l a c apacidad de  

soporte hematopoyético y de inmunosupresión de las MSCs de médula ósea. 

 

OBJETIVOS 
 
Objetivo general 
Determinar y comparar la capacidad de MSCs de médula ósea provenientes de cultivos a 

pequeña escala (SSC) y a escala clínica (CSC) para soportar la formación de HPCs de 

sangre de cordón umbilical y disminuir la proliferación de linfocitos T de sangre periférica.  

 

Objetivos particulares 
1. Determinar y  comparar el  i nmunofenotipo, la m orfología y  l a c apacidad d e 

diferenciación adipogénica, osteogénica y condrogénica de MSCs provenientes de 

SSC y CSC. 

2. Determinar y comparar la capacidad de MSCs provenientes de SSC y CSC para 

favorecer l a p roliferación y  expansión de H PCs ( CFC, c élulas C D34+CD38-Lin- y 

LTC-IC) a partir de la población enriquecida en células CD34+CD38-Lin- de SCU, 

así c omo s u c apacidad para pr oducir citocinas ( SCF, T PO, IL -6 y G M-CSF), 

expresar m oléculas de  m embrana (Jagged-1, N -cadherina, M CAM e  I CAM-1), 

SDF-1 intracelular y t ranscritos de moléculas de M EC ( FN, LA MA y  C ol-I) 

importantes en la regulación de la hematopoyesis.  

3. Determinar y comparar la capacidad de MSCs provenientes de SSC y CSC para 

disminuir la proliferación de linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+ de sangre periférica. 
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Discusión y conclusiones generales 

 

En este trabajo se describen las propiedades de soporte hematopoyético y capacidad de 

inmunosupresión de las MSCs descritas in vitro e in vivo y por  las cuales han  

representado una i mportante opc ión de t ratamiento par a mejorar l a r ecuperación 

hematopoyética así como para prevenir o tratar la GVDH durante o después del HSCT. 

Las M SCs pr oducen c élulas q ue forman el  es troma de l as H SCs dentro de l a MO, así 

como moléculas r eguladoras de l a hem atopoyesis las c uales i nvolucran c itocinas 

solubles, moléculas de MEC y moléculas expresadas a ni vel de m embrana que permiten 

su contacto directo con células hematopoyéticas primitivas, y se encuentran presentes en 

los nichos de las HSCs favoreciendo el mantenimiento y autorenovación de estas últimas. 

Las MSCs también producen moléculas solubles que se expresan a nivel de membrana 

que pe rmiten s u c ontacto c on c élulas del  s istema i nmunológico y  que i nhiben s u 

proliferación y activación, por lo que suprimen alguna reacción inmunológica presente. 

Debido a es tas propiedades que presentan las MSCs, recientemente han iniciado a nivel 

mundial un i mportante número de  ens ayos c línicos que i nvolucran su uso en el HS CT, 

mostrando a la fecha resultados alentadores para mejorar y promover una recuperación 

hematopoyéticas más rápida y para tratar la GVHD entre 30% y 60% de los pacientes, lo 

cual evita que un porcentaje importante de pacientes muera por fallo del injerto o por el 

desarrollo de  la G VHD (Fajardo-Orduña et  al , 2015;  Castro-Manreza and Montesinos, 

2015; Kuzmina et  al , 2012; K im and C ho, 2013) . A pesar de las ev idencias en reportes 

clínicos q ue muestran que las MSCs favorecen el  H SCT, t ambién existen r eportes que 

muestran un importante porcentaje de los casos en los que estas células no mejoran la 

recuperación del paciente, por lo que es de gran importancia investigar y determinar las 

posibles causas que inducen el fallo de las MSCs en un número importante de pacientes.  

 

Por otro lado, el número de MSCs que se obtiene a partir de la MO (principal fuente de 

estas c élulas para s u uso en t erapia c elular) u otros t ejidos, es i nsuficiente par a s u 

aplicación clínica (Montesinos et al., 2009). Por lo que ha sido necesario realizar la 

expansión in vitro de M SCs par a obt ener el  núm ero de c élulas s uficientes par a s u 

aplicación en el HSCT.  
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Actualmente, se han reportado estudios que evalúan el inmunofenotipo y la capacidad de 

diferenciación de l as MSCs después de someterlas a una ex pansión a escala clínica, sin 

embargo, ex iste c ontroversia s obre s i es te t ipo de c ultivo in vitro modifica o no es tas 

características bi ológicas ( Azouna et  al , 2012 ; Chase et  al , 2012 ; C ooper et  al , 2010; 

Dolley-Sonneville et  al , 2013 ; Dos S antos e t al , 2011;  2014;  Martin-Manso and Hanley, 

2015; Carmelo et al, 2015), aunado a esto, no existen reportes sobre si el cultivo a escala 

clínica de las MSCs modifica sus propiedades funcionales, principalmente capacidad de 

soporte he matopoyético y  c apacidad de inmunosupresión, ambos de g ran importancia 

para su uso en el HSCT y el tratamiento contra la GVHD, por lo que es necesario analizar 

con el objetivo de conocer la calidad de las MSCs para trasplantar y asegurar que se lleve 

a cabo la recuperación esperada en los pacientes.  

 

Por t odo l o ant erior, en es te t rabajo s e d eterminó y  c omparó la c apacidad de 

diferenciación, soporte hematopoyético e i nmunosupresión de M SCs de M O antes y  

después de haberlas expandido a escala clínica dentro de cajas de cultivo HyperFlask. En 

nuestra investigación logramos expandir y obtener hasta 125.52 x 106 ± 25.6 x 106 MSCs 

a partir del cultivo a escala clínica, lo que correspondería al número de células requeridas 

para su uso en el  HSCT de apr oximadamente 1.7 x 106 MSCs por kg de un pac iente de 

70 kg de peso. Encontramos que el CSC mantiene el inmunofenotipo y en gran medida la 

morfología f ibroblastoide de l as M SCs, s in em bargo, favorece el  des arrollo de c élulas 

grandes y  anc has en c omparación c on M SCs de SSC. La c apacidad de di ferenciación 

adipogénica os teogénica y  c ondrogénica s e redujo de m anera importante en l as MSCs 

provenientes de CSC, lo q ue confirma datos reportados por otros grupos (Gharibi and 

Hughes, 2012; Narcisi et al, 2015; Neuhuber et al, 2008). Respecto a esto, se ha visto que 

MSCs grandes y  anchas es tán relacionadas c on una di sminución de l a c apacidad de  

diferenciación adipogénica y condrogénica (Narcisi et al, 2015; Neuhuber et al, 2008), por 

otro l ado, también s e h a r eportado que M SCs c on es tas c aracterísticas m orfológicas 

(grandes y anc has) s on c élulas senescentes (Majore et  al ., 2009 ; C hang e t al ., 201 5). 

Esto podría sugerir además, que el efecto de regeneración de tejidos que llevan a cabo 

las MSCs t rasplantadas, s e pudi era r ealizar a través de  la s ecreción de f actores que 

favorezcan la recuperación del tejido dañado y no por la diferenciación de las MSCs hacia 

células del linaje para lo que se requiere la regeneración, tal como ha sido propuesto por 

otros autores (Horwitz and  Prather 2009). 
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Respecto a  l a c apacidad de s oporte hem atopoyético, e ncontramos que l as M SCs 

provenientes de CSC mantienen la capacidad para incrementar la proliferación de células 

hematopoyéticas totales ( CMNs), l a ex pansión de H PCs ( CFC-Mieolides y  CFC-

Eritroides) y H PCs p rimitivas (CD34+CD38-Lin- y LT-CIC) a partir de l a pobl ación 

enriquecida en  células CD34+CD38-Lin- de SCU. También, encontramos que el  CSC no  

modifica l a c apacidad de l as MSCs par a e xpresar moléculas de M EC, m oléculas 

expresadas a ni vel de membrana y pr oducir citocinas i mportantes en la f ormación de  

células hematopoyéticas. Estos resultados podrían sugerir que de manera independiente 

a la expansión a escala clínica de las MSCs, pueden estar involucrados otros factores que 

interfieran en la recuperación hematopoyética de los pacientes con HSCT (Zhao et al , 

2015; Chen et al, 2015). Otro aspecto que analizamos en las MSCs provenientes de CSC 

fue su capacidad de inmunosupresión, respecto a lo cual, encontramos que este afecta de 

manera negativa a las MSCs ya que pierden la capacidad para disminuir la proliferación 

de linfocitos T CD3+ y CD8+, y disminuyen su capacidad para suprimir la proliferación de 

linfocitos T CD4+. Tal disminución en la capacidad de supresión de la proliferación de 

linfocitos en las MSCs después de s ometerlas a un CSC, podría afectar su potencial de 

inmunosupresión en los tratamientos clínicos, no sólo en el  tratamiento para GVHD si no 

también en su uso como tratamiento de enfermedades autoinmunes (Castro-Manrreza y 

Montesinos, 2015), por lo que es necesario realizar más estudios al respecto. 

 

La pr esencia de MSCs c on m orfología anc ha, l a di sminución en las c apacidades 

funcionales de las MSCs tales como capacidad de diferenciación adipogénica, 

osteogénica y  c ondrogénica y  c apacidad de i nmunosupresión, podría sugerir q ue las 

MSCs expandidas en CSC llegan a una senescencia replicativa, la cual se caracteriza por 

la reducción gradual de la proliferación, alteraciones morfológicas y finalmente la pérdida 

de sus funciones o senescencia funcional (Bonab et al, 2006; Gharibi and Hughes, 2012). 

El mecanismo detrás de la senescencia replicativa de las MSCs puede ser multifactorial y 

asociado con el acortamiento de los telomeros y la acumulación del daño al DNA y/o 

cambios epigenéticos, sin embargo, los mecanismos detrás de la senescencia funcional 

de las MSCs son menos conocidos (Gharibi and Hughes, 2012).  

 

Por todo lo anterior, con este trabajo podemos concluir que el CSC modifica parte de la 

capacidad funcional de las MSCs de MO, disminuyendo su capacidad de di ferenciación 



49 
 

adipogénica, osteogénica y condrogénica así como su capacidad de inmunosupresión. 

Por lo que es necesario estudiar más a fondo el efecto del CSC en la capacidad funcional 

de las MSCs, tal como en ensayos in vivo, y tratar de mejorar las condiciones y sistemas 

de cultivo de expansión a escala clínica para llevar a c abo una adec uada producción de 

MSCs con l a f inalidad de asegurar la obt ención de c élulas c on buena calidad para 

aplicaciones de regeneración de tejidos como hueso y cartílago, así como, para su uso en 

donde se requiera su capacidad de i nmunosupresión tal como el caso del tratamiento de 

la GVHD o de enfermedades autoinmunes, esto para asegurar su eficacia en los 

pacientes. No ob stante debi do a q ue el  C SC no a fecta la c apacidad de s oporte 

hematopoyético de las MSCs, éstas se pueden ut ilizar en pac ientes con HSCT en donde 

el objetivo principal sea la recuperación hematopoyética rápida. 
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