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La capacidad autorregenerativa de las células madre 
es una de sus principales propiedades, la cual ha sido 
utilizada en procesos de regeneración celular, ya sea 
para reemplazo o para recuperación celular de tejidos 
y órganos. Estas células también tienen la habilidad 
de producir diferentes compuestos farmacológicos y 
toxicológicos. Así mismo, gracias a sus propiedades 
antiinflamatorias, antifibróticas regenerativas y an-
timicrobianas, se sitúan como un recurso biológico 
interesante. El objetivo de este libro es profundizar 
en los procesos moleculares y celulares de las células 
madre y mostrar sus diferentes usos biotecnológicos.
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Lista de siglas y abreviaturas

ACFM	 manipulador de fábrica de células automatizado
ADN	 ácido desoxirribonucleico
ARN	 ácido ribonucleico
BDNF	 factor neurotrófico derivado del cerebro 
bFGF	 factor básico de crecimiento de fibroblastos
BMP	 proteína morfogenética ósea 
CAR	 células alimentadoras aisladas de ratón
CAT	 ciclo de los ácidos tricarboxílicos
CCL2	 proteína-1 quimioatrayente de monocitos 1
CE	 células endoteliales 
CGH	 hibridación genómica comparativa
CM	 células madre 
CMA	 células madre adultas
CMC	 células madre cancerosas
CME	 células madre embrionarias
CMH	 células madre hematopoyéticas
CMH-I	 complejo mayor de histocompatibilidad clase I
CMH-II	 complejo mayor de histocompatibilidad clase II
CMH-CP	 CMH a corto plazo
CMH-LP	 CMH a largo plazo
CMM	 células madre mesenquimales
CMMTA	 CMM derivadas de tejido adiposo autólogo
CMPi	 células madre pluripotenciales inducidas 
c-Myc	 homólogo celular del oncogén del virus de la 

mielocitomatosis aviar
CoA	 coenzima A
CPVT	 taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgica
CU	 cordón umbilical
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CVC	 congeladores de velocidad controlada
DA	 células de dopamina
DM	 diabetes mellitus
DMEM	 medio de Eagle modificado por Dulbecco
DMSO	 dimetilsulfóxido 
DP	 duplicaciones de la población
EA	 enfermedad de Alzheimer
EC	 enfermedad de Crohn
EEC	 espacio extracapilar
EGF	 factor de crecimiento epidérmico 
EIC	 espacio intracapilar 
ELA	 esclerosis lateral amiotrófica
EM	 esclerosis múltiple
EP	 enfermedad de Parkinson
FFT	 filtración de flujo tangencial 
FGF	 factor de crecimiento de fibroblastos	
FISH	 hibridación in situ con fluorescencia
FT	 factores de transcripción 
FTA	 filtración tangencial alternativa
FVE	 fracción vascular estromal 
GAG	 glicosaminoglicanos
GM-CSF	 factor estimulante de colonias de macrófagos 

y granulocitos
GPT2	 transaminasa glutámico-pirúvica 2
GVHD	 enfermedad de injerto contra huésped 
HGF	 factor de crecimiento de hepatocitos
HLA-G5	 antígeno leucocitario humano G5
HNF-4α	 factor nuclear 4α del hepatocito
HO-1	 hemo-oxigenasa 1
IAM	 infarto agudo de miocardio
IDO	 indoleamina 2,3-dioxigenasa
IGF-1	 factor de crecimiento insulínico tipo 1
IL-1β	 interleucina 1 β
ISCT	 International Society of Cellular Therapy
Klf4	 factor 4 similar a Krüppel
LDHA	 lactato deshidrogenasa A
LES	 lupus eritematoso sistémico
LQTS	 síndrome de QT largo 
MCI	 masa celular interna 
MCP-1	 citocinas proteína quimiotáctica de monocitos
MEC	 matriz extracelular 
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Lista de siglas y abreviaturas

MEM	 medio esencial mínimo
MIP-1	 proteína inflamatoria macrofágica-1
MLCK	 cinasa de la cadena ligera de miosina 
MMP1	 metaloproteinasa 1 de matriz
MO	 médula ósea
MPM	 metaloproteasas de matriz 
NGF	 factor de crecimiento nervioso
NO	 monóxido de nitrógeno
Oct-4	 proteína de unión octamérica-4 
PBS	 tampón fosfato salino
PDGF	 factor de crecimiento derivado de las plaquetas
PEG	 polietilenglicol 
PGE2	 prostaglandina E2
PLC	 policaprolactona
PNIPAAm-PEG	 poli(N-isopropilacrilamida) y poli(etilenglicol)
PPC	 procesamiento posterior de células madre 
PTI	 púrpura trombocitopenia inmune
RIST	 trasplante alogénico de CM de intensidad reducida 
RLF	 reactores de lecho fijo
ROCK	 proteína cinasa asociada a Rho
RTA	 reactor de tanque agitado 
Runx2	 factor de transcripción 2 relacionado con Runt 
SAM	 S-adenosilmetionina
SBRN	 suero de becerro recién nacido
SFB	 suero fetal bovino 
Sox2	 región determinante del sexo Y
SSc	 esclerosis sistémica 
STC-1	 estaniocalcina-1
STF	 suero fetal de ternero
TGF-β	 factor de crecimiento transformante β-relacionado
TNF-α	 factor de necrosis tumoral α
Treg	 linfocitos T reguladores 
TSG-6	 proteína del gen 6 estimulada por TNF 
VEGF	 factor de crecimiento endotelial vascular
YAP 	 proteína asociada a Yes (por sus siglas en inglés)
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Prefacio

Para las docentes Ruth Mélida Sánchez Mora, Gabriela Arévalo 
Pinzón y Olga Lucía Ostos Ortiz es un logro presentar una obra que 

permite recopilar los principales conceptos de las células madre (cm) 
y sus aplicaciones en el área de la biotecnología. Resulta interesante 
lograr comprender los múltiples mecanismos celulares y moleculares 
que esconden estas células, los elementos esenciales requeridos para 
cultivarlas y sus principales aplicaciones. Estos conocimientos permi-
tirán a nuestros estudiantes adquirir una mayor compresión del uso 
de las células madre en las diferentes áreas de la biotecnología y en 
áreas afines.

La capacidad autorregenerativa de las cm es, sin duda, una de las 
principales propiedades de estas células, que ha sido utilizada en pro-
cesos de regeneración celular, ya sea para remplazo o para recupe-
ración celular de tejidos y órganos. Estas células también tienen la 
habilidad de producir diferentes compuestos farmacológicos y toxi-
cológicos que amplían el conocimiento en el área de la medicina. Por 
otra parte, gracias a sus propiedades antiinflamatorias, antifibróticas 
regenerativas y antimicrobianas, las cm se sitúan como un recurso 
biológico interesante. Sin embargo, existen aún brechas en su conoci-
miento; por ejemplo, en la comprensión de los mecanismos de señali-
zación, en el reconocimiento de subpoblaciones, en la caracterización 
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y optimización de expansión, y en el tipo de fuente para su obtención 
o aislamiento, entre otras. Por consiguiente, el cultivo de cm a gran 
escala y bajo condiciones dinámicas es una prioridad en la actualidad. 
Para ello, el uso de biorreactores —una herramienta útil en diversas 
áreas del conocimiento científico— resulta de suma importancia y deja 
atrás el cultivo celular estático (en caja de Petri o en frasco).

El objetivo de este libro es profundizar en los procesos molecula-
res y celulares de las cm y mostrar sus diferentes usos biotecnológicos. 
Para tal fin, el libro se ha dividido conceptualmente en cuatro capí
tulos. En el primero se hace una revisión general del conocimiento 
biológico de las cm y del papel que cumplen. En el segundo capítulo 
se abordan los diferentes componentes nutricionales y métodos de 
cultivo de estas células, mientras que en el tercer capítulo se abordan 
las diferentes aplicaciones y usos biotecnológicos. El cuarto capítulo 
tiene como tema principal la biofabricación de compuestos; describe 
un bioproceso donde el empleo de biorreactores da lugar a su uso en 
futuras investigaciones. Por último, se hace una valoración sobre estos 
bioprocesos y el uso de cm como agentes terapéuticos.

Para los interesados en el tema, cada capítulo incluye bibliogra-
fía consultada: artículos de revisión, libros más especializados y artí-
culos de la literatura original. Algunas de estas referencias pueden ser 
difíciles de seguir para algunos principiantes; sin embargo, son hitos 
históricos o contienen algún aspecto valioso.
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Ruth Mélida Sánchez Mora

Desde que se descubrieron las células madre (cm) en el siglo xix 
hasta hoy, los adelantos alcanzados en este tema son numerosos. 

Por ser células cuya principal característica es la autorrenovación o 
proliferación, el avance en el conocimiento e investigación sobre su 
valor biológico —tanto en sus factores de replicación como en los de 
activación, proliferación y diferenciación— permite el desarrollo de tra
tamientos enfocados en el uso de estas células para una gran variedad 
de enfermedades.

Una cm o célula troncal es aquella que es capaz de dividirse en 
forma indefinida y diferenciarse en distintos tipos de células especiali-
zadas, no solo en cuanto a su morfología sino también en lo funcional. 
Son células cuyo “destino” aún no está definido; son indiferenciadas, 
no están especializadas, son inmaduras y tienen la capacidad de mo-
dificar su fenotipo.

Alexis Carrel —cirujano y Premio Nobel de Medicina— fue uno 
de los primeros investigadores en cm. En 1912, colocó un corazón de 
embrión de pollo en medio nutritivo y observó que cada 48 horas do-
blaba su tamaño. En 1960, Ernest McCulloch y James Till inyectaron 
células de médula ósea (mo) en ratones irradiados para mirar los efec-
tos de la radiación en la hematopoyesis; encontraron crecimiento en 
el bazo proporcional al número de células inyectadas. 

Las células madre hematopoyéticas (cmh) se originan desde el ini-
cio de la vida fetal y se encargan del proceso de hematopoyesis, que 
genera cerca de 2 x 1011 eritrocitos y 1010 células blancas por día. Estas 
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células son multipotentes, tienen un alto potencial proliferativo y una 
alta capacidad de generación de más células idénticas a la progenito-
ra; se clasifican en cmh a largo plazo (cmh-lp) y cmh a corto plazo 
(cmh-cp). Las cmh-lp dan origen a todas las células maduras de la 
sangre y progenitores hematopoyéticos mientras que las cmh-cp ge-
neran células progenitoras comprometidas con linajes específicos (lin-
foide o mieloide). Hay estudios que establecen la posibilidad de que 
las cmh-lp generen las cmh-cp. 

La hematopoyesis tiene lugar en la mo, la cual provee un mi-
croambiente específico (células y citocinas) que puede inducir o 
inhibir la proliferación o diferenciación de las cmh, según las ne-
cesidades del organismo; la diferenciación da origen a osteocitos, 
eritrocitos, linfocitos B y linfocitos T, basófilos/mastocitos, eosinó-
filos, neutrófilos/granulocitos, monocitos/macrófagos y también a 
megacariocitos/plaquetas.

En 1968, Friedenstein y colaboradores describieron por primera 
vez las células madre mesenquimales (cmm). Durante 1981, Martin 
Evans y Matthew Kaufman lograron aislar células madre embriona-
rias (cme) a partir del blastocisto de ratón. Pero solo hasta finales del 
siglo xx, Ernest Haeckel tomó el término de cm y las definió como cé-
lulas primordiales, que se diferencian en distintos tipos celulares y en 
organismos multicelulares.

Propiedades de las células madre
	 •	 División celular simétrica o asimétrica, de acuerdo con el tipo 

de estimulación: in vitro, por medio de factores de transcripción 
(ft); e in vivo, según la composición del microambiente celu-
lar y los requerimientos del organismo. Las cm son definidas 
por su capacidad de producir una cm y una célula diferenciada 
mediante una división celular asimétrica. El número de cm se 
mantendrá constante si únicamente se lleva a cabo la división 
simétrica, siempre y cuando en cada ciclo una cm pueda dar 
lugar a dos cm hijas. La división simétrica de las cm provee 
un mecanismo para incrementar la población de cm después 
de una pérdida de estas; pero también puede conducir a un 
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ascenso peligroso en el número de cm que encaminará hacia 
la letalidad, la expansión y a lesiones similares a los tumores. 
Esta división da origen a la autorrenovación y la derivación.

	 •	 Autorrenovación: permite que la célula madre produzca más 
cm, que se multiplicarán y se conservarán indiferenciadas. La di-
visión celular es simétrica (división mitótica en donde una cm 
origina dos células hijas totalmente idénticas) y permite incre-
mentar el número de cm después de una pérdida o mantener 
la población. Los análisis de autorrenovación de estas células 
han demostrado que los telómeros de los cromosomas son más 
largos que los de cualquier otra célula del organismo.

	 •	 Derivación: esta característica permite que la cm produzca uno 
o varios tipos de células diferenciadas (células cutáneas, hepa-
tocitos, miocitos, neuronas, etc.), lo que da lugar a células es-
pecializadas según el microambiente celular, ya sea in vivo o 
in vitro. La derivación se realiza por una división celular asimé-
trica que tiene como objetivo reparar o regenerar un tejido, y 
da como resultado una célula diferenciada en otro tipo celular.

	 •	 Potencialidad: es la capacidad de una célula para diferenciarse 
en diversos tipos celulares. Esta actividad se lleva a cabo gracias 
a la activación o silenciamiento de genes; un ejemplo son los 
genes que codifican para los ft, los cuales pueden actuar solos, 
o en un complejo, sobre enzimas como la adn polimerasa.

Estas características distintivas de las cm permiten que, en condicio-
nes experimentales, puedan ser inducidas a células diferenciadas a tra-
vés de procesos de inducción celular, por medio de la configuración 
de microambientes celulares in vitro. Esto ha permitido su amplio uso 
en investigación.

Clasificación de las células madre
Existen dos criterios de clasificación de las cm: 1. De acuerdo con su 
potencial de diferenciación, se dividen en células totipotenciales, plu-
ripotenciales, multipotenciales y unipotenciales. 2. Según el tejido de 
origen, en cme y células madre adultas (cma) (figura 1).
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Clasificación por su potencial

Totipotentes: crecen y forman un organismo completo que contiene 
los componentes embrionarios y extraembrionarios. Es decir, cualquier 
célula totipotente tiene la capacidad para dividirse y producir todas 
las células diferentes en el organismo. Ejemplos de células totipoten-
tes son las esporas y el cigoto. En el espectro potencial, la totipoten-
cia representa a la célula con la mayor capacidad de diferenciación.

Pluripotentes: son capaces de producir la mayor parte de los teji-
dos de un organismo, a excepción del embrión. La pluripotencia (del 
latín plurimus, “muchos”) se refiere a una cm que tiene la potencia 
para diferenciarse en cualquiera de las capas germinativas: endoder-
mo (revestimiento interior del estómago, tracto gastrointestinal, pul-
mones), mesodermo (músculo, hueso, sangre, aparato urogenital) o 
ectodermo (epidermis y sistema nervioso). Sin embargo, la pluripo-
tencia es un continuo: desde la célula del todo pluripotente que pue-
de formar cada célula del embrión propiamente dicho —esto es, cme 
y células madre pluripotenciales inducidas (CMPi)— hasta la célula 
parcialmente pluripotente que puede formar células de todos las capas 
germinativas, pero no puede exhibir todas las características de una 
célula por completo pluripotente.

La pluripotencialidad depende de tres factores de transcripción: 
(1) la proteína de unión octamérica-4 (oct-4), que se expresa en etapas 
tempranas del desarrollo embrionario uniéndose al ácido desoxirribo-
nucleico (adn) y es indispensable en la reprogramación de las CMPi. 
(2) El gen Sry-box, que codifica para la proteína Sox-2 y es esencial 
en el mantenimiento de la autorrenovación de las cm; además, se en-
cuentra implicado en la activación del gen fgf-4, que codifica para una 
proteína de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (fgf); el 
gen fgf-4 se expresa en la masa celular interna del blastocisto al inter
actuar con oct-4. (3) Y el homeobox Nanog, fundamental en la pluri-
potencialidad; se ha demostrado que sin su expresión no tendría lugar 
esta propiedad, puesto que las células quedarían en estado prepluri-
potencial, es decir, en un estado indeterminado donde no es posible la 
diferenciación ni la proliferación, lo cual no es viable.
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Células madre multipotentes: también llamadas cm órgano-específicas, 
son capaces de originar las células de un órgano concreto en el em-
brión y también en el adulto. Por ejemplo, las cmh de la mo pueden 
generar todos los tipos celulares de la sangre y del sistema inmune. 
Estas cm existen también en piel, grasa subcutánea, músculo cardíaco 
y esquelético, cerebro, retina y páncreas. Se pueden diferenciar en mu-
chos tipos de células, pero dentro de un linaje particular, ya sea mes-
odermo, endodermo o ectodermo.

A su vez, estas se dividen en cmm, denominadas así por su capaci-
dad de diferenciarse en células especializadas que se desarrollan a par-
tir del mesodermo. Se caracterizan por ser accesibles, seguras y tener 
gran potencial para la medicina regenerativa. Se encuentren en tejidos 
adultos de diferentes fuentes y diversas especies (desde el modelo mu-
rino hasta el humano); son de fácil cultivo in vitro y tienen una alta es-
tabilidad genómica, lo que marca su importancia en la terapia celular, 
la medicina regenerativa y la reparación de tejidos. Las cmm cuentan 

Figura 1. Tipos de cm según su potencial de diferenciación.  

Teniendo en cuenta el potencial de diferenciación se dividen en células 

totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales

Cigoto Mórula Blastocisto

Células totipotentes Células pluripotentes

Células multipotentes

Células unipotentes

Células diferenciadas 
de los tejidos adultosCélulas madre 

somáticas
Células madre 

germinales

Tomada y modificada de Mata-Miranda, 2013.
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con tres atributos básicos que las hacen interesantes en investigación 
y para terapia celular (figura 2):
	 1.	 Su potencial de diferenciación.
	 2.	 Su capacidad para secretar moléculas bioactivas, como citoci-

nas y factores de crecimiento, que promueven la proliferación 
y diferenciación de células progenitoras hematopoyéticas, ade-
más de ejercer efectos regenerativos.

	 3.	 Su capacidad para modificar la respuesta de las células inflama-
torias inmunes; además, se consideran ideales para trasplante 
alogénico, ya que presentan baja cantidad de complejo mayor 
de histocompatibilidad clase i (cmh-i) y carecen de cmh-ii.

Por estas razones, el efecto antiproliferativo, inmunomodulador y antiin
flamatorio de las cmm las convierte en agentes potenciales terapéuticos 
en enfermedades del sistema inmunológico; por ejemplo, en la enfer-
medad injerto contra huésped, en enfermedades autoinmunes y en el 
rechazo posterior a un trasplante de órganos. Esto ha impulsado el 
llamado a cambiar la denominación de cmm por células de señaliza-
ción, con el fin de evidenciar de forma más real su potencial de acción.

Las cmm secretan factores de crecimiento de acción paracrina 
que modulan el microambiente de los tejidos dañados, promueven 
su supervivencia y activan mecanismos de reparación endógena. Al 
secretar factores paracrinos, regulan la permeabilidad endotelial y 
epitelial, disminuyen la inflamación, reparan tejido dañado e inhiben 
el crecimiento bacteriano. Atenúan las citocinas proinflamatorias, lo 
que disminuye el daño sistémico y activa la fagocitosis por macrófagos 
y monocitos, como efecto antimicrobiano.

Es más factible usar cmm como terapia celular, pues estas células 
pueden obtenerse con facilidad por aspirado de médula ósea o lipo-
succión. Sin embargo, varios autores resaltan el tejido adiposo como 
fuente excepcional que, a diferencia de la extracción en mo, ofrece 
baja morbilidad. De igual forma, a partir de tejido adiposo se puede 
obtener una mayor cantidad de células; mientras que en mo, por cada 
60-70 mL de aspirado medular se recolecta entre 0.001 % y 0.01 % de 
cmm, en un lipoaspirado se obtiene 40 veces más.
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Sumado a esto, se prefiere usar fuentes diferentes a mo debido a limi-
taciones como la edad del paciente. De igual modo, resulta compleja 
la extracción del cordón umbilical, debido a que se requiere efectuar la 
recolección en menos de 16 horas y la cantidad de muestra obtenida 
debe ser mayor de 30 mL para que el aislamiento de cm sea adecuado.

Células madre unipotentes o progenitoras: son células que pueden 
diferenciarse a lo largo de solo un linaje; se encuentran en tejidos adul-
tos. Una célula madre unipotente (cmu) tiene el potencial más bajo de 
diferenciación, lo que significa que la célula tiene la capacidad de di-
ferenciarse en un solo tipo de célula o tejido. Por ejemplo, las células 
madre musculares, también denominadas células satélite, solo pueden 
diferenciarse en células musculares.

Clasificación por origen

Las cm pueden proceder de tejido embrionario o de un organismo 
adulto; de ahí que se las denomine cme y cma, respectivamente. Las 
primeras, las cme, corresponden a precursores totipotenciales con 

Figura 2. Atributos básicos de las cmm.

Cigoto Mórula Blastocisto

Células totipotentes Células pluripotentes

cmm

Células en cultivo
Diferenciación in vitro

1. Potencial de diferenciación.
2. Secreción de moléculas bioactivas.
3. Capacidad para modificar la respuesta 
de algunos tipos de células.

Tomada y modificada de Mata-Miranda, 2013.
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capacidad de proliferar indefinidamente in vitro, por lo general, aisla-
das de la masa celular interna (mci) del blastocisto. Se caracterizan por 
diferenciarse en cualquier célula madura de las tres líneas germinales 
(ectodermo, mesodermo o endodermo) y mantener una estabilidad ge-
nómica; por ello, gran parte de las investigaciones se han centrado en 
la producción de distintos tipos de tejidos e incluso de órganos sim-
ples, así como en la incorporación de genes foráneos, lo que convierte 
a este tipo de células en un vehículo idóneo para la terapia génica pa-
liativa y en una firme promesa para la medicina futura. Sin embargo, 
tiene consecuencias éticas y alto potencial tumorigénico, ya que se ha 
visto que en ratones inmunodeficientes pueden generarse teratomas y 
rechazo inmunológico.

Las cma, por su parte, corresponden a progenitores multipoten-
ciales que pueden renovarse de modo constante y dar lugar a células 
especializadas capaces de reparar lesiones tisulares y de renovar célu-
las seniles. Así mismo, presentan una gran versatilidad biológica, fun-
damentada en su capacidad de alterar en forma drástica el fenotipo, 
en respuesta a los cambios del microambiente en donde se desarrollan.

Las CMPi se generan a partir de cma que se expanden en culti-
vo y son sujetas a “reprogramación” mediante la expresión forzada 
de factores de transcripción (ft) tales como Oct3/4 (factor de unión a 
octámeros), Sox2 (región determinante del sexo Y), Klf4 (factor 4 si-
milar a Krüppel) y c-Myc (homólogo celular del oncogén del virus de 
la mielocitomatosis aviar)— mediante el uso de vectores retrovirales. 
Poseen capacidad de autorrenovación y potencial de diferenciación. 
Pueden ser usadas en terapia celular, pero varios estudios han cuestio-
nado su estabilidad genómica, debido a que pueden diferenciarse de 
forma inesperada y adquirir potencial teratogénico.

Las CMPi surgen como una necesidad ante los problemas bioéti-
cos del uso de las cme, debido a que los métodos para aislarlas repre-
sentan una cuestión bioética y normativa al emplear embriones como 
fuente de extracción. A pesar de que han sido varios los esfuerzos por 
implementar tecnologías que no impliquen el daño total de los em-
briones usados, estas no son efectivas y muchos países a nivel mun-
dial han prohibido este tipo de experimentación; además, requieren 
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condiciones especiales de mantenimiento y presentan tendencia al de-
sarrollo de teratomas y de tumores hamartomatosos.

Las CMPi pueden obtenerse por medio de técnicas artificiales como:
•	 Transferencia nuclear: se coloca el núcleo de una célula diferen

ciada en un ovocito sin núcleo; el citoplasma contiene elementos 
que modifican la expresión génica de la cromatina del ovocito.

•	 Reprogramación con ft: se adicionan ft (Oct4, Sox2, Klf4 y 
Myc) que remodelan la cromatina del citoplasma de la célula 
diferenciada.

Ambos métodos aún se están perfeccionando; se ha podido ver que la 
transferencia del núcleo es mejor porque muestra menor cantidad de 
residuos de metilación; además, en la reprogramación con ft, las célu-
las presentan una tendencia a diferenciarse en su tipo celular de origen.
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Los cultivos de cm efectuados a través del tiempo han permitido el 
estudio de los mecanismos de acción y rutas metabólicas de dife-

rentes patologías, el ensayo de fármacos y el descubrimiento de nuevos 
blancos terapéuticos. En la actualidad, los avances tecnológicos en to-
dos los ámbitos científicos han sido revolucionarios —como nuevos 
equipos, materias primas altamente sofisticadas y herramientas mole-
culares— y han permitido incursionar en campos prometedores para 
enfrentar las enfermedades humanas. Hoy es posible hablar de terapias 
celulares, generación de tejidos y caracterización de enfermedades, e 
investigar a profundidad mediante la experimentación en condicio-
nes muy similares a las que se presentan in vivo. Esto conlleva pensar 
que el conocimiento se sigue generando y renovando en beneficio de 
la humanidad; además, produce grandes expectativas frente a la inves
tigación con cm.

Para el adecuado crecimiento de las cm se requiere un microam
biente. En el entorno in vivo, estas células se encuentran en microambien
tes específicos que las protegen de señales inductoras de maduración 
o proliferación, regulan su fisiología celular y les permiten el contacto 
con otros tipos celulares. En un entorno in vitro, el cultivo provee su-
plementos y aditivos que se constituyen en el microambiente indispen-
sable para un adecuado desarrollo celular, un aspecto fundamental en 
los cultivos de cm.
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Microambiente para el cultivo de células madre
Los microambientes necesarios para el desarrollo celular son multi-
factoriales y complejos, además de únicos y específicos para que la 
cm pueda funcionar. En conjunto, regulan el comportamiento celular, 
incluidas la propagación celular, la migración, la diferenciación, la 
autorrenovación y la quiescencia, lo que permite generar modelos de 
enfermedad. 

En general, los microambientes comprenden factores físicos y di-
námicos, como componentes celulares heterólogos e interacciones en-
tre células; varias señales bioquímicas, como sitios de adhesión celular 
y factores insolubles; además de parámetros arquitectónicos físicos, 
tensión de oxígeno, control metabólico, topografía, porosidad y rigi-
dez; factores de activación, respuesta inmunológica, componentes y 
estructura de las proteínas de la mec (matriz extracelular). Todos es-
tos factores se deben tener en cuenta en el cultivo celular (figura 3).

Figura 3. Componentes del microambiente de cm 
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Los cultivos de cm permiten su expansión, y ofrecen un microam-
biente especializado (nicho/microentorno) y una mec, es decir, propor-
cionan factores físicos y funcionales extrínsecos que retroalimentan y 
median el comportamiento celular in vitro. Los sistemas de cultivo se 
eligen de acuerdo con las necesidades y requerimientos; existen diver-
sas matrices que ofrecen tecnologías con el fin de mejorar la expansión 
celular, reducir costos y sobrellevar una mejor calidad. La mec juega 
un papel importante para el crecimiento de una célula madre. 

La matriz extracelular
La mec es una red de proteínas fibrilares y polisacáridos que anclan 
las células dentro de su microentorno específico. Representa una parte 
constitutiva clave del microambiente; desempeña un papel esencial en 
la regulación del comportamiento celular, y apoya el desarrollo, la fun-
ción y la reparación de células y órganos. Las propiedades físicas de 
la mec (topografía, porosidad, rigidez) tienen un impacto en las fun-
ciones biológicas relacionadas con la propagación celular, la división, 
la migración o la polaridad del tejido. Además, la mec proporciona 
señales bioquímicas que regulan el fenotipo celular.

Para comprender las propiedades de la interfaz de los biomateria-
les, la forma como la rigidez, la topografía y la química pueden regular 
el comportamiento celular, primero se debe considerar cómo se adhie-
ren las células a los sustratos. 

La adherencia celular a los sustratos se da a través de las integri-
nas, que son receptores transmembrana que se unen a ligandos celu-
lares-adhesivos específicos presentados por las proteínas de la mec; 
así, conectan la mec al citoesqueleto de actina intracelular y forman 
una capa intermedia de proteínas adsorbidas sobre la superficie. Estas 
interacciones generan cascadas de señalización intracelular; en prin-
cipio se da la activación de la proteína G, que a través de la vía de 
la proteína cinasa asociada a Rho (rock) conduce a la fosforilación 
de la cinasa de la cadena ligera de miosina (mlck), aumentando la 
contractilidad de actina-miosina, y causando el agrupamiento de in-
tegrina y la formación de adhesión celular. La formación de adhe-
rencias es dinámica; las células utilizan proyecciones de membrana 
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separadas y activadas por actina denominadas filopodios, para son-
dear el ambiente externo.

La mec y las uniones celulares circundantes tienen una gran in-
fluencia física en la transmisión de fuerzas entre células (mecánica); 
en última instancia, regulan las vías de señalización intracelular y, por 
lo tanto, el destino de la célula. Las células pueden generar intrínseca-
mente fuerzas mecánicas en su entorno; por ejemplo, la contractilidad 
actina-miosina que conduce a la remodelación de la matriz. De igual 
manera, la fuerza mecánica puede provenir de fuentes extrínsecas, ta-
les como fuerzas de tracción, compresión o esfuerzos cortantes. Ya sea 
en forma individual o colectiva, estas fuerzas mecánicas impactan y 
regulan el comportamiento celular; por ejemplo, en estudios recientes 
se muestra que la rigidez también desempeña un papel en la migración 
celular, la proliferación y la propagación. Se sabe que las células aisla-
das migran a regiones de diferente rigidez, comportamiento denomi-
nado durotaxis. El eje de migración depende del tipo de célula; se sabe 
que las cm migran a regiones de rigidez creciente; mientras que se ha 
demostrado que las líneas celulares de cáncer tienen una relación va-
riable con la rigidez del sustrato.

Las fuerzas de tracción mediadas por células están influenciadas por 
la capacidad para deformar localmente sustratos rígidos, pero mues-
tran que la rigidez de la matriz regula el destino celular de manera di-
recta o indirecta. La arquitectura de la fibra también se ha destacado 
como un mecanismo para la transducción de la rigidez de la matriz: 
una menor rigidez de la fibra permite a las células reclutar fibras cerca-
nas, y se correlaciona con una mayor proliferación y expansión celular.

Las células distinguen, traducen y transmiten señales mecánicas a 
través de vías de señalización bioquímica y mediadas por receptores 
mecanosensibles (como la proteína talina); alternativamente, las in-
teracciones célula-célula y célula-mec se entrelazan con redes de adhe-
sión y filamentos para transmitir fuerzas. Además, el reordenamiento 
del citoesqueleto debido a la rigidez del sustrato puede distorsionar la 
envoltura nuclear causando aplanamiento y extendiendo así los poros 
nucleares. Esto altera el posicionamiento cromosómico dentro del nú-
cleo y modifica el acceso de los reguladores transcripcionales —como 
la proteína asociada al Yes (yap) y el coactivador transcripcional 
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(taz)— a distintos sitios de cromatina; como por ejemplo, el aumen-
to de la importación nuclear de yap y una consiguiente alteración en 
el fenotipo celular (figura 4).

Otros factores fisicomecánicos que contribuyen a la regulación del 
destino celular son el confinamiento y las señales geométricas. Las cm 
en el cuerpo están confinadas por otras células o por componentes de 
la mec, generando interacciones intercelulares, formación de fibras que 
estimulan la propagación y la migración celular y, finalmente, la in-
ducción de variaciones conformacionales del citoesqueleto y el núcleo. 
Por consiguiente, el confinamiento da lugar a cambios marcados en 
estructura y en comportamiento celular (figura 4).

Además, el confinamiento se encuentra relacionado con las señales 
geométricas debido a que influye en la variación del fenotipo de las cm 
en cuanto a forma, tamaño y curvatura; por consiguiente, la geome-
tría afecta el destino de las cm alterando la membrana plasmática por 
medio de diferentes vías de señalización. Al final, estudios demuestran 
que las señales geométricas también afectan la motilidad celular al 
alterar la formación de filamentos de actina, lamelipodios y filopodios 
(figura 5). Los mecanismos moleculares por los cuales las cm detectan 
y responden a las señales geométricas aún no se comprenden del todo. 

Con respecto a la red de la proteína de actina celular en un cul-
tivo, está organizada por una red contráctil de filamentos alineados 

Figura 4. El efecto del confinamiento sobre el comportamiento celular. 

Esquema de modelos diseñados de microambientes de confinamiento 

que contribuyen a la regulación del destino celular:

	 Microcámara	 Topografía	 Canales	 Confinamiento	 Micropatrones
		  ranurada	 microfluídicos	 3D	 linear

Tomada y modificada de Bao, 2018.
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y la polimerización de una malla ramificada no contráctil (figura 5). 
Este equilibrio parece estar regulado por el grado de adhesión celular. 
La malla ramificada se ensambla en la periferia de la célula, desarrollán-
dose a lo largo de células convexas y promoviendo la deformación de 
membrana en el ápice celular (figura 5a). Los haces contráctiles antipa
ralelos se encuentran en todo el citoplasma. Los componentes de los 
paquetes periféricos se mueven hacia el centro del paquete, mientras 
que los componentes de los paquetes internos permanecen estáticos 
(figura 5b). A medida que aumenta la propagación celular, aumenta la 
contracción celular; por lo tanto, se induce la alineación de los haces 
contráctiles (figura 5c). Cuando la célula se extiende sobre una región 
adhesiva, se forman paquetes contráctiles que conectan esta región que 
muestran que existen fuerzas de tracción (figura 5d). Una distancia re-
lativamente mayor entre los sitios de adhesión genera una curvatura 
reducida del borde que refleja una fuerza mayor (figura 5e).

Figura 5. El efecto de las señales geométricas sobre la organización de 

la actina. Imagen esquemática que muestra cómo la geometría dirige la 

organización del citoesqueleto, que influye en la variación del fenotipo 

de las cm en cuanto a forma, tamaño y curvatura:

	 (a) Ángulo	 (b) Posicionamiento	 (c) Relación 	
			   de aspecto

	 (d) Adhesión	 (e) Distancia
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Tomada y modificada de Bao, 2018.
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Por otra parte, los cambios en la adhesión celular a los sustratos 
se pueden controlar mediante la manipulación de propiedades de los 
materiales, como la humectabilidad y la elasticidad de la superficie; 
esto se puede realizar empleando estrategias químicas para diseñar sus-
tratos. De igual forma, el control de las propiedades de la superficie 
que influyen en la adsorción de proteínas puede mejorar y controlar 
las propiedades de la adhesión celular.

Por último, todas las propiedades descritas de la mec son rele-
vantes al momento de configurar modelos de cultivo in vitro —como 
microcámaras, sustratos ranurados, canales microfluídicos, sustratos 
impresos de microcontacto e hidrogeles 3D— debido a que los factores 
como la rigidez, el confinamiento, las señales geométricas, la degrada-
bilidad y los receptores de superficie influyen de forma contundente 
en el destino de las cm.

Cultivando células madre
En investigación, existe la posibilidad de cultivar la mayoría de cm 
humanas, incluso las obtenidas a partir de modelos biológicos. En la 
actualidad, la investigación se basa principalmente en cuatro tipos: las 
cma; dentro de estas, las cmm; las CMPi y las cme. Las cme se han 
visto bastante limitadas debido al uso de embriones como fuente de 
extracción, lo que representa un conflicto bioético; además, requieren 
un riguroso mantenimiento. Por estas razones, solo las cma, las cmm 
y las CMPi serán tema central en esta sección.

A nivel general, existen dos grandes objetivos respecto a los cul-
tivos de cm. En primer lugar, el cultivo permite la autorrenovación y 
proliferación de células indiferenciadas para estudios específicos de 
acuerdo con las necesidades del laboratorio. En segunda instancia, 
mediante el ofrecimiento de condiciones específicas, el cultivo permite 
modular la diferenciación de las cm de acuerdo con los requerimientos.

Para cultivar células madre, primero se debe realizar un aislamiento 
por medio de diversos tratamientos —ya sean físicos, químicos y/o en-
zimáticos—, con el fin de obtener una muestra representativa que lue-
go se cultivará en un medio para la proliferación o expansión celular 
(cultivo de autorrenovación). Después se realiza una caracterización 
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a través del cumplimiento de criterios de identificación (en el caso 
de cmm).

Finalmente, de acuerdo con los requerimientos del laboratorio, se 
emplean medios de inducción para la diferenciación celular (figura 6).

Figura 6. Flujograma del proceso de aislamiento y cultivo
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El mantenimiento de los cultivos de cm es mucho más riguroso 
comparado con el de líneas celulares convencionales. Si no se realiza 
un control adecuado del cultivo, las células se pueden diferenciar de 
forma indeseada; por ello es importante conocer las condiciones, su-
plementos y aditivos mínimos para un adecuado desarrollo celular.

Aislamiento de células madre

Cada tipo de cm tiene tejidos específicos para su obtención, y los mé-
todos de aislamiento y cultivo se estandarizan dependiendo del tejido. 
Por ejemplo, el aislamiento de cmm puede realizarse a partir de médula 
ósea, cordón umbilical, líquido amniótico, membrana amniótica, te-
jidos dentales, endometrio, brote de la extremidad, sangre menstrual, 
sangre periférica, placenta, membrana fetal, glándula salival, piel y pre-
pucio, membrana de revestimiento del cordón umbilical subamniótico, 
líquido sinovial, gelatina de Wharton, tejidos dentales (encía, pulpa, 
papila y folículo dental) y tejido adiposo; esta última es la fuente más 
abundante. En la tabla 1, se muestran las principales fuentes de cmm 
y el método de aislamiento.

Tabla 1. Principales fuentes de obtención de cmm y métodos de aislamiento

Fuente Método de aislamiento

Médula ósea
Método de gradiente de densidad de 
Ficoll. Nuevo dispositivo de filtro 
de médula ósea

Tejido adiposo
Método de digestión
Método de filtración por membrana

Líquido amniótico y membrana
Método de gradiente de densidad 
Método de digestión

Tejidos dentales Método de digestión

Endometrio Método de digestión

Brote de la extremidad Método de digestión

Sangre periférica Gradiente de densidad Ficoll

Placenta y membrana fetal Método de digestión

Glándula salival
Método de digestión (solución 
de Ringer)

Continúa
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Fuente Método de aislamiento

Piel y prepucio Método de digestión

Membrana de revestimiento del cordón 
umbilical subamniótico

Método de digestión

Líquido sinovial Método de gradiente de densidad Ficoll

Tomada y modificada de Ullah, 2015.

cmm a partir de cordón umbilical. El cordón umbilical tiene gran re-
levancia como fuente de cmm debido a que su obtención no requiere 
procedimientos invasivos, ya que es considerado un producto de de-
secho, y no genera problemas bioéticos y normativos. El aislamiento 
de cm es de baja complejidad y el riesgo de contaminación es mínimo. 
A nivel mundial, se han creado biobancos de cordón umbilical con el 
fin de que las células aisladas puedan tener un uso clínico terapéutico y 
en investigación. Cabe aclarar que, en la actualidad, el uso de la sangre 
proveniente de cordón umbilical se utiliza como fuente de precursores 
hematopoyéticos, que luego son trasplantados a pacientes compatibles.

Para el aislamiento de células, en primer lugar se recoge el cordón 
umbilical en condiciones de esterilidad, en un plazo máximo de 24 ho-
ras después del nacimiento del niño; es el tiempo estimado en el que no 
se alteran las características físicas y funcionales. Al llegar la muestra 
al laboratorio, es recomendable mantenerla en tampón fosfato salino 
(pbs) a 4 °C hasta su posterior procesamiento.

Después se realiza un lavado con pbs para eliminar restos sanguí
neos. La muestra se corta de forma transversal (0.5-1 cm) y los fragmen
tos se someten a tratamiento enzimático (3 h a 37 °C) con la combinación 
de la enzima colagenasa con hialuronidasa o tripsina. Este paso debe 
realizarse manteniendo una agitación constante durante el tiempo es-
tipulado. A continuación, el tejido sobrante se elimina mediante fil-
tración usando filtro de 100 µm y se determina la viabilidad celular a 
través de un recuento en cámara de Neubauer. La suspensión celular 
se realiza en medio de cultivo dmem (medio de Eagle modificado por 
Dulbecco) suplementado con suero fetal bovino (sfb) más antibióticos, 
y se incuba a 37 °C con 5 % de CO2. Después de dos días de incubación, 
se observan al microscopio invertido células adherentes que proliferan 
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hasta alcanzar la confluencia y se remplaza el medio de cultivo. Al al-
canzar una confluencia cercana al 80 %, se tratan las células con trip-
sina para disgregarlas del frasco de cultivo. Se verifica la viabilidad y 
se hace un ajuste de densidad celular con el fin de realizar nuevo culti-
vo para expandir las células. La identificación celular se realiza luego, 
determinando los antígenos de superficie característicos. Por último, 
se realiza la diferenciación celular según lo estipulado en los criterios 
de comprobación de cmm.

cmm de pulpa dental. Para el cultivo de cmm se siembran los ex-
plantes de origen dental en placas con medio de cultivo, sfb y antibió-
tico, y control de temperatura y de porcentaje de CO2

. A los 10 días, 
se cambia el medio y se elimina el explante. Cerca de las cuatro se-
manas de incubación, se observan células con fenotipo fibroblastoide 
adheridas al plástico, las cuales se resuspenden en medio de cultivo.

Luego se realiza el recuento en cámara de Neubauer y se vuelven a 
cultivar durante tres semanas hasta que las células alcancen un grado 
de confluencia del 80 % para posterior disgregación con tripsina. Este 
paso es seguido por un lavado con solución fosfatada y tamponada. 
Para finalizar, las células se centrifugan; este se constituiría en el pase 
número 1. Es aconsejable que antes de la identificación y caracteriza-
ción se realicen aproximadamente cuatro pases.

cmm de tejido adiposo. Para el aislamiento de cmm de tejido adipo-
so del abdomen, el paso inicial es la extracción de la muestra, por ejem-
plo, a partir de un lipoaspirado obtenido bajo adecuadas condiciones 
de extracción. Cuando la muestra llega al laboratorio, debe realizarse 
el tratamiento físico: la muestra se enriquece con sfb y enseguida se 
centrifuga para permitir la diferenciación de tres capas:

•	 Inferior: sustancias y aditivos recolectados durante la extrac-
ción, células sanguíneas. Esta capa se retira por medio de dre-
naje gravitacional.

•	 Superior: triglicéridos, ácidos grasos libres y adipocitos rotos. 
Esta capa se retira por capilaridad.

• 	Media: es la de interés; aloja cmm, además del parénquima de 
adipocitos, la mec de tejido fibroso y vasos sanguíneos. En con-
junto se denomina fracción vascular estromal (fve) y tejido 
adiposo purificado.



36

Células madre y su aplicación biotecnológica

Cuando se han eliminado las capas inferior y superior, y se tiene úni-
camente la capa media, se inicia el proceso de purificación mediante 
tratamiento enzimático, exponiendo la mec a la enzima colagenasa. 
Para la inactivación de la enzima, se agrega medio de cultivo en una 
proporción igual a la cantidad adicionada de colagenasa; enseguida, 
se centrifuga y se desecha el sobrenadante que contiene grasas inde-
seables. El precipitado se constituye en el material de interés. Con el 
objeto de finalizar la purificación y lisar los restos de eritrocitos, se 
realiza un tratamiento químico, donde el precipitado se resuspende en 
cloruro amónico 160 mM (NH4Cl), se centrifuga, se desecha el sobre-
nadante y, por último, se adiciona medio de cultivo.

Caracterización e identificación de células madre

Una vez las células se han aislado en cultivo, es necesario realizar una 
caracterización e identificación mediante técnicas de citometría de 
flujo, inmunofluorescencia indirecta e inmunohistoquímica. Según la 
International Society of Cellular Therapy (isct), existen unos criterios 
de comprobación de cmm:

1.	Adherencia al plástico en 24 horas bajo condiciones estándar 
de cultivo.

2.	Morfología fusiforme o fibroblastoide a las 30 horas (análoga 
a fibroblasto).

3.	Verificación de la expresión de más de 95 % de marcadores o 
antígenos de superficie de cma y cmm mediante citometría de 
flujo (tabla 2).

4.	Diferenciación posible a tejido adipogénico, condrogénico y 
osteogénico.
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Tabla 2. Marcadores de superficie celular de acuerdo con la fuente 

de extracción.  

Principales tejidos empleados como fuentes de obtención de cmm 

y los marcadores de superficie que deben ser positivos o negativos. 

Fuente
Marcadores de superficie celular

Positivo Negativo

Médula ósea
CD73, CD90, CD105, 
STRO-1

CD14, CD34, CD45, 
HLA-DR

Tejido adiposo
CD73, CD090, CD29, 
CD44, CD71, CD105, 
CD13, CD166, STRO-1

CD14, CD31, CD34, 
CD45

Líquido amniótico y membrana
CD29, CD44, CD90, 
CD105, CD, SH2, SH3, 
HLA-DR

CD10, CD14, CD34, 
HLA-DR

Tejidos dentales
CD29, CD44, CD90, 
CD105

CD14, CD34, CD45

Endometrio
CD73, CD90, CD105, 
CD146

CD34, CD45

Brote de la extremidad
CD13, CD29, CD90, 
CD105, CD106

CD3, CD4, CD14, 
CD15, CD34, CD45, 
HLA-DR

Sangre periférica
CD44, CD90, CD105, 
HLA-ABC

CD45, CD133

Placenta y membrana fetal
CD29, CD73, CD90, 
CD105

CD34, CD45

Glándula salival
CD13, CD29, CD44, 
CD90, STRO-1

CD34, CD45

Piel y prepucio
CD44, CD73, CD90, 
CD105, CD166, SSEA-4, 
vimentina

CD34, CD45, 
HLA-DR

Membrana de revestimiento del 
cordón umbilical subamniótico

CD29, CD44, CD73, 
CD90, CD105

CD34, CD45

Líquido sinovial
CD44, CD90, CD105, 
CD147, STRO-1

CD31, CD34, CD45, 
CD106

Gelatina de Wharton CD73, CD90, CD105
CD14, CD34, CD45, 
CD79, HLA-DR

Tomada y modificada de Ullah, 2015.
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Autorrenovación y proliferación 
de células madre indiferenciadas

Después de un correcto aislamiento, purificación y caracterización, 
se realiza un cultivo de autorrenovación y proliferación mediante la 
adición, como mínimo, de medio de cultivo, sfb, antibióticos, en las 
condiciones de temperatura y porcentaje de CO2. Al observar al mi-
croscopio, inicialmente se observan células fusiformes y detritos celu-
lares. A las 24 horas, se eliminan los detritos mediante lavado con sfb, 
y las células fijas de la placa se mantienen bajo las mismas condiciones 
iniciales de incubación. Luego de 5 a 7 días de incubación, las células 
alcanzan una confluencia cercana al 70 % y se procede a realizar una 
incubación con tripsina para disgregar las cmm. Las células se lavan 
con sfb y se recogen en solución de lactato de Ringer, con el fin de 
proceder a la identificación y caracterización celular.

Los medios de cultivo convencionales empleados para cultivar 
células madre son los medios basales definidos como dmem o mem 
(medio esencial mínimo). Estos medios deben complementarse con 
aditivos como proteínas que medien la adhesión a los plásticos (inte-
grinas), lípidos para fines anabólicos celulares, factores de crecimien-
to, y hormonas que direccionen la autorrenovación y la proliferación 
de las cm. Un ejemplo de mecanismos que regulan y promueven la 
autorrenovación son los factores Notch, Shh (Sonic hedgehog) y Wnt. 
En la actualidad, se habla de medios de cultivo químicamente defini-
dos, cuyo diseño incorpora proteínas de mec y factores de crecimien-
to que ofrecen condiciones de cultivo in vitro para la proliferación y 
renovación de cm (tabla 3).

Algunos cultivos requieren de una matriz que servirá de soporte 
para las células; uno muy común es la capa de fibroblastos mitótica-
mente inactivos o células alimentadoras aisladas de ratón (car), que 
permite mantener la indiferenciación, pluripotencia, crecimiento y 
expansión celular, gracias a la secreción de factores de crecimiento y ci-
tocinas. Hay estudios que reportan que el uso de car puede transmi-
tir agentes infecciosos zoonóticos capaces de infectar las cm durante 
el cultivo in vitro. Por ello, se ha desarrollado y probado el uso de cé-
lulas alimentadoras humanas, como células de la trompa de Falopio, 
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prepucio fetal, músculo, piel del feto, células estromales del hígado fetal 
transgénico, médula ósea, células placentarias, células endometriales y 
células estromales umbilicales; estas últimas ofrecen una mejor fuen-
te de células alimentadoras y se pueden recolectar utilizando métodos 
no invasivos. Se ha reportado que las células alimentadoras humanas 

Tabla 3. Medios de expansión y suplementos de suero respecto 

a la fuente de obtención. Se relacionan los principales tejidos 

empleados como fuentes de obtención de cmm, medios y 

suplementos de sueros adecuados para la expansión de cmm. 

Fuente Medios de expansión
Suplemento 

de suero

Médula ósea
dmem
DMEM-F12 de Ham
Advanced dmem (admem)

sfb

Tejido adiposo
dmem
dmem low glucose (dmem-lg)

sfb-stf

Líquido amniótico y 
membrana

α-mem
DMEM-F12 de Ham

sfb

Tejidos dentales α-mem-mem sfb-stf

Endometrio DMEM-F12 de Ham stf

Brote de la extremidad dmem-lg sfb

Sangre periférica
mem-α modification
(α-mem)

sbrn

Placenta y membrana fetal dmem-lg sfb

Glándula salival dmem stf

Piel y prepucio
dmem High Glucose (dmem-hg)
dmem
DMEM-F12 de Ham

sfb

Membrana de revestimiento 
del cordón umbilical 
subamniótico

dmem-hg 
dmem 
CMRL1660

sfb

Líquido sinovial α-mem sfb

Gelatina de Wharton dmem sfb

sfb: suero fetal bovino; dmem: medio de Eagle modificado por Dulbecco; 
mem: medio esencial mínimo; sbrn: suero de becerro recién nacido; 
stf: suero fetal de ternero.

Tomada y modificada de Ullah, 2015.
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secretan, de manera adicional, factores de crecimiento (como el TGF-ß 
y la activina A) que están involucrados en el mantenimiento de la plu-
ripotencia; entre las desventajas se cuentan: el mantenimiento de las 
capas de alimentación y la variación entre las poblaciones de células 
alimentadoras, que afecta de forma negativa la producción de cm. 

El sfb es considerado un suplemento importante para la proli-
feración de cm. Ofrece factores de crecimiento, proteínas, minerales, 
portadores de nutrientes insolubles en agua, inhibidores de proteasas 
y viscosidad; además, regula el pH y se une a sustancias tóxicas neu-
tralizándolas. Debido a que es un derivado de origen animal, existe la 
posibilidad de contaminación con agentes virales, zoonóticos y priones. 
Como solución a estos inconvenientes, se han establecido alternativas 
como el uso de medios derivados de sangre humana (como el suero 
y el derivado de plaquetas); sin embargo, su obtención, procesamiento 
e implementación representan altos costos, y aún no existen métodos 
que garanticen altas cantidades; además, se debe considerar la existen-
cia de riesgo de presencia de patógenos humanos y agentes que afecten 
la calidad de las cm.

A pesar de las desventajas de la adición de suero —como la alta 
variabilidad de cada lote; la posible contaminación con priones, agentes 
virales y zoonóticos; la difícil aprobación del producto y el desencade-
namiento de reacciones inmunológicas—, la mayoría de los medios de 
cultivo de cm contienen entre 10 % y 20 % (vol/vol) de sfb; y, de igual 
forma, la mayor parte de cultivos de cm se expanden utilizando sfb 
como suplemento para el medio de cultivo. Sin embargo, para evitar 
el riesgo de transmisión de agentes infecciosos xenogénicos e inmuni-
zación, la comunidad científica propone alternativas como el uso de 
suero humano, de plasma rico en plaquetas o de lisado de plaquetas.

Cabe mencionar otros aditivos y condiciones, como el uso de an-
tibióticos (como penicilina, estreptomicina o gentamicina) para evitar 
la contaminación con microorganismos. Las condiciones de CO2 y las 
temperaturas similares a las proporcionadas in vivo para un crecimien-
to idóneo son 37 °C con 5 % de CO2 y 20 % de O

2
. Y, por otra parte, 

la adición de aminoácidos no esenciales. 
Es importante resaltar que se debe prestar atención a la posible 

aparición de sustancias extraíbles y lixiviables, sustancias químicas 
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que migran de la capa de contacto plástica al medio de cultivo con cé-
lulas, todo lo cual puede reducir el crecimiento celular e incluso con-
ducir a la muerte celular.

Diferenciación de células madre

Para la diferenciación celular se utilizan medios de cultivo de inducción, 
que son medios convencionales modificados al adicionar factores de 
crecimiento y hormonas; un ejemplo es el TGF-ß (factor transformante 
de crecimiento ß-relacionado). El cultivo para inducir la diferencia-
ción se relaciona con el linaje (ectodermo, mesodermo y endodermo) 
que se desee modular.

En el caso de cmm, por ejemplo, a partir del pase 4 y con una con-
fluencia cercana al 80 %, se realiza un cultivo en una densidad celu-
lar específica según el linaje y bajo condiciones estándar; al alcanzar 
el 100 % de confluencia, se añaden los suplementos y aditivos expues-
tos en la tabla 4.

Tabla 4. Suplementos y aditivos añadidos 

de acuerdo con la diferenciación de cmm

Suplementos y aditivos
Diferenciación 

osteogénica
Diferenciación 
condrogénica

Diferenciación 
adipogénica

Medio de diferenciación X X X

Antibióticos X X X

Dexametasona 0.1 mM X X X

ß-glicerofosfato 10 mM X X

Ascorbato-2 fosfato X X

Insulina X X

TGF-ß1 X

Ácido linoleico, ácido 
selenioso y piruvato

X

Indometacina X

Isobutil metilxantina X

Elaboración propia. 
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Factores como el TGF-ß1 y el ascorbato-2-fosfato se adicionan día 
de por medio durante todo el proceso de diferenciación. Se mantiene 
la incubación bajo condiciones estándar. Luego de dos semanas de in-
cubación, se verifica al microscopio la presencia de cúmulos de mine-
rales, cristales birrefringentes y micromasas celulares, y se detiene la 
diferenciación. Las cmm se lavan con pbs y se tiñen con:

•	 Solución alizarin red 40 mM en NaH2PO4 0.1 M a pH 4,3; per-
mite la identificación osteogénica y tiene afinidad por tejidos 
mineralizados.

•	 Safranina O; permite la identificación condrogénica; se une 
a los grupos carboxilo y sulfato de los glicosaminoglicanos 
(gag), que abundan en la mec del cartílago.

•	 Solución saturada de Oil red en isopropanol 60 %; permite la 
identificación adipogénica y tiene afinidad por los lípidos.

Las células se lavan con pbs, se fijan con etanol y de nuevo se lavan 
con pbs. La cantidad de lavados y las fijaciones se estandarizan según 
el linaje celular. Por último, se realiza la identificación y caracteriza-
ción visual al microscopio.

Diferenciación de cmm en osteocitos. En principio se observa una 
agregación mineral; y en la última semana de diferenciación, se incre-
menta la actividad de la fosfatasa alcalina. El proceso de osteogénesis 
comienza con un osteoprogenitor, que pronto se diferencia en preos-
teocito y luego en osteoblasto maduro; este último se encarga de la 
síntesis de la matriz ósea, la remodelación y la deposición de minerales. 
Durante el proceso, se secretan factores, proteínas y moléculas; entre 
estos, el factor de transcripción 2 relacionado con Runt (RUNX2), la 
osteonectina, la proteína morfogénica ósea BMP2 y las moléculas de 
señal extracelular.

Diferenciación de cmm en condrocitos. Para la formación de car-
tílago, durante la preinducción tiene lugar la formación de condroci-
tos que expresan colágenos de tipo I y tipo II; al final, los condrocitos 
maduran y expresan ft condrogénicos, como Sox9, L-Sox5 y Sox6.

Diferenciación de cmm en adipocitos. Se induce por medio de 
la activación de los ft responsables de la adipogénesis, activación 
que se desarrolla en dos fases: fase de determinación, en la que los 
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preadipocitos muestran una morfología fibroblastoide y no pueden di-
ferenciarse de sus precursores; y fase de diferenciación terminal, en la 
que los preadipocitos se trasforman en adipocitos maduros, y secretan 
lípidos y expresan proteínas específicas de los adipocitos.

Las cmm también tienen el potencial para diferenciarse en car-
diomiocitos, células neuronales (oligodendrocitos, neuronas colinérgi-
cas y dopaminérgicas), pancreocitos y hepatocitos. Para alcanzar una 
etapa de diferenciación en hepatocitos, se cultiva en medio de cultivo 
suplementado con egf (factor de crecimiento epidérmico), bFGF y ni-
cotinamida durante una semana. Luego, en la etapa de maduración, 
las células se cultivan con la premezcla de oncostatina M, dexameta-
sona e its (insulina, transferrina, selenio), dando lugar a hepatocitos 
maduros que expresan marcadores de transcripción específicos del 
hígado, como la albúmina, la fetoproteína α y el factor nuclear 4α 
del hepatocito (HNF-4α).

Criopreservación de células madre

El almacenamiento criogénico puede preservar durante décadas la via-
bilidad de células, incluso tan frágiles como las cmh. Los productos 
basados en cm pueden fabricarse por adelantado y recuperarse del al-
macenamiento para uso clínico o investigación cuando sea necesario. 
La estabilidad celular durante la criopreservación depende de la tasa de 
congelación, la forma de aplicación y la concentración del crioprotec-
tor; cuando se observan problemas de estabilidad celular, se deben exa-
minar las concentraciones del crioprotector y la temperatura, teniendo 
en cuenta que a temperaturas elevadas ocurren eventos no deseados.

Para criopreservar las cm en laboratorio —es decir, para interrum-
pir el metabolismo celular sin que se alteren sus funciones biológicas 
y estructurales—, estas se llevan a nitrógeno líquido a una tempera-
tura aproximada de -196 °C. Esto se hace con el objetivo de preservar 
las células alogénicas para trasplante o estudios clínicos posteriores y 
realizar las respectivas pruebas de tamizaje de enfermedades infeccio-
sas y pruebas de histocompatibilidad.

El proceso de criopreservación evita el daño de las membranas ce-
lulares; para ello se emplean crioprotectores, como el dimetilsulfóxido 
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(dmso) que es considerado la opción estándar. Cuando la suspensión 
de células es congelada, se forman cristales de hielo que pueden perfo-
rar la membrana celular, lo que conlleva muerte de las células. El efecto 
crioprotector del dmso consiste en interferir en la formación de cristales 
de hielo y solubilizar la membrana celular, evitando que sea perforada. 
Sin embargo, el dmso muestra toxicidad, ya que en aplicaciones clíni-
cas en pacientes se ha asociado con náuseas, vómito, dolor de cabeza, 
hipertensión, diarrea e hipotensión; y también se han informado efec-
tos graves, como problemas cardiovasculares y respiratorios. Debido 
a estos efectos, es necesario lavar con soluciones isotónicas antes del 
trasplante o remplazar el dmso. Hay en estudio un nuevo método 
que utiliza la mezcla de glucosa 0.05 M, sacarosa 0.05 M y etilenglicol 
1.5 M en solución salina tamponada con fosfato, y muestra resultados 
exitosos respecto al aislamiento y caracterización de cmm después de 
tres meses de crioconservación; pero aún no ha sido empleado para 
crioconservación de células de uso clínico.

Otro factor importante lo constituye el medio de crioconservación 
óptimo en el cual las cm mantienen sus propiedades a lo largo del tiem-
po. Uno de los requerimientos es el sfb, el cual provee nutrientes; sin 
embargo, los estudios sugieren que las proteínas sfb (que son de ori-
gen animal) son adquiridas por las cm y en usos clínicos pueden gene-
rar eventos adversos en los pacientes trasplantados. Por consiguiente, 
se han adelantado estudios empleando medios sin suero, por ejemplo, 
usando albúmina humana y neuropéptido, en donde las cmm mantie-
nen su potencial de supervivencia y proliferación celular.

Es relevante la tasa de temperatura de congelación, que puede ha-
cerse por congelación de velocidad controlada o por congelación pro-
gramable lenta. La congelación lenta a una tasa de 1 °C/min es la óptima 
para la conservación de cm. Para alcanzarla, se emplean congeladores 
de velocidad controlada (cvc), que son programables y permiten su-
pervisar la temperatura exacta de la muestra durante la congelación. 
A pesar de sus numerosos beneficios, los cvc no ofrecen uniformidad 
en la temperatura de todo los crioviales cuando se realizan operacio-
nes a gran escala. En la actualidad, los cvc para bancos de cm se han 
mejorado, ya que proporcionan un flujo unidireccional de criógeno a 
cada muestra, lo cual hace más segura y efectiva la crioconservación. 
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Las instituciones que regulan la reglamentación frente a la criocon-
servación son la Administración de Alimentos y Medicamentos (fda) 
en Estados Unidos y la Agencia Europea de Medicamentos en Europa.

Es recomendable almacenar las cm en la fase de nitrógeno líquido, 
pero la fase de vapor es usada con frecuencia, ya que evita la contami
nación cruzada. A pesar de que garantiza un adecuado almacenamiento, 
la fase de vapor es susceptible de ocasionar calentamientos accidenta-
les que comprometen la calidad del producto.

Control de calidad de cultivos de células madre

Los ensayos para evaluar la calidad y seguridad de las cm incluyen: 
morfología, características de crecimiento, esterilidad, cariotipo y prue-
bas de eficacia. Para evaluar la identidad de las cm, se deben seguir los 
criterios mínimos propuestos por la International Society for Cellular 
Therapy (que es la sociedad internacional de terapia celular), y estos 
incluyen: adherencia al plástico, expresión de un antígeno de superficie 
específico y diferenciación. El perfil fenotípico de las cm se considera 
un criterio de liberación; por esta razón, se deben realizar controles 
para garantizar la validez de los resultados. En cuanto a la morfolo-
gía, un cambio drástico podría afectar la respuesta y el compromiso 
de las cm. De modo similar, el crecimiento celular debe controlarse en 
cada paso y expresarse en términos de duplicaciones de la población 
(dp). La viabilidad se debe mantener en un valor mayor del 90 % y se 
puede evaluar utilizando el método de exclusión con azul de tripano 
o con citometría de flujo, utilizando yoduro de propidio. Idealmente, 
la expansión celular no debe exceder las veinte duplicaciones de po-
blación para evitar el proceso de senescencia.

Una vez que las cm necesitan expandirse in vitro durante un pe-
ríodo prolongado de tiempo, el mantenimiento de la estabilidad ge-
nómica debe garantizarse mediante análisis del cariotipo, hibridación 
genómica comparativa (cgh) o hibridación in situ con fluorescencia 
(fish). Por esta razón, se ha propuesto que las condiciones del cultivo 
sean elegidas de manera cuidadosa para evitar una alta tasa de pro-
liferación; y el número de duplicaciones de la población debería re-
ducirse al mínimo, para evitar anomalías cromosómicas. También se 
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debe realizar un cariotipo convencional, para evaluar las aberraciones 
cromosómicas en los cultivos de cm. De igual manera, hay que evaluar 
el riesgo de contaminación, que podría afectar la eficacia, seguridad y 
calidad de las cm. Es preciso documentar y evaluar la contaminación 
por bacterias, hongos, micoplasmas y endotoxinas bacterianas. Estas 
pruebas deben realizarse no solo en el producto celular final, sino tam-
bién en todo el proceso de fabricación, en los reactivos y en los insumos.

Nuevas tecnologías de cultivo para modular 
la diferenciación de células madre
En cuanto a la clasificación de los cultivos de células madre, se cuen-
ta con cultivos en monocapa, que representan la técnica tradicional y 
generalizada para la expansión de cm debido a su simplicidad, bajo 
costo y fácil manejo. Este tipo de cultivo consiste en un compartimento 
único, en donde los nutrientes se difunden a las células y el intercam-
bio de gases (CO2 y O

2
) ocurre solo en la interfaz medio/gas (figura 7).

Con el fin de incrementar la producción celular, se han implemen-
tado cultivos en multicapas, que ofrecen una mayor superficie de cre-
cimiento celular al aumentar el número de matrices, lo cual resulta 

Figura 7. Representación esquemática de sistemas de cultivo en monocapa.  

Frascos de cultivo, placas multipocillos y cajas de Petri poseen un 

compartimento único en donde los nutrientes se difunden a las células 

y el intercambio de gases (CO2 y O2) ocurre solo en el interfaz medio/gas.

Tomada y modificada de Mizukami, 2018.
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de utilidad en investigación. En la actualidad, existen a nivel mundial 
fabricantes de multicapas que ofrecen productos para cultivo de célu-
las de marcas como Nunc y Corning. Es importante resaltar que las 
multicapas también necesitan un equipo manipulador automático de 
fábrica de células (acfm) y una incubadora de piso grande.

A pesar de la efectividad de la expansión de cm en monocapa, se 
han observado diversas limitaciones, como el riesgo de contaminación 
(que afecta las propiedades funcionales y fisiológicas de las células) en 
la manipulación por parte de un operador externo que realiza suce-
sivos pases por medio de tratamientos enzimáticos. Además, la falta 
de control de los parámetros de cultivo, como los gradientes de con-
centración (pH, oxígeno disuelto, nutrientes y metabolitos), conduce 
a un microambiente heterogéneo que genera costos elevados y culti-
vos prolongados para la producción idónea de células. En pruebas de 
investigación, el contacto lateral, la falta de difusión de nutrientes o 
de oxígeno y eliminación de residuos pueden afectar la morfología, la 
supervivencia, la proliferación y la diferenciación celular.

Con el fin de contrarrestar las limitaciones de los cultivos en mo-
nocapa, se han establecido configuraciones en 2D y 3D a través de los 
biomateriales (superficies, andamios para ingeniería de tejidos), la bio-
fabricación (microfluidos, bioimpresión tridimensional) y el biorreactor 
(entorno fisiológico), que permiten imitar mejor los microambientes 
celulares además de facilitar las construcción e investigación de sus 
componentes. Los avances han permitido emplear tecnologías no ani-
males de alto rendimiento, que reducen la experimentación animal cos-
tosa e ineficiente y permiten recrear tejidos complejos. Sin embargo, 
las metas pensadas a futuro están en el diseño de microambientes que 
resulten útiles en ámbitos como la medicina regenerativa y los descu-
brimientos terapéuticos.

Cultivo de células madre en 2D

Los cultivos 2D constan de cm colocadas directamente sobre un sustra-
to rígido (como poliestireno o vidrio). Por lo general, se recubren con 
sustratos que imitan la composición de la mec, promueven la adhe
sión celular y pueden soportar el comportamiento celular deseado, 
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como la proliferación o diferenciación. Entre otros, la laminina, la 
poliornitina, la polilisina y la fibronectina son sustratos de recubri-
miento estándar para el cultivo celular; fomentan la adhesión celular 
a través de los receptores de integrina, contribuyen a la diferenciación 
y facilitan la unión celular debido a la atracción electrostática con la 
superficie celular. 

El cultivo 2D se caracteriza por ser reproducible, pero no imita 
la complejidad del tejido in vivo y limita la interacción célula-célula. 
Existen limitaciones en los modelos de cultivo 2D que no representan 
con gran eficiencia un microentorno natural, ya que las células crecen 
de forma homogénea y adheridas a un sustrato que imita la mec. De 
igual forma, no se crean señales ambientales, biofísicas o bioquími-
cas, que generan impacto en las actividades y funcionalidades celula-
res. Además, el cultivo 2D no imita la complejidad del microambiente 
natural ya que solo dispone de una población única de células, lo cual 
lo hace inadecuado para el modelado de enfermedades y la compren-
sión de mecanismos fisiopatológicos.

Como ya se describió antes, las características de la superficie influ-
yen en la proliferación, la diferenciación, la apoptosis y los comporta-
mientos de migración celular. Los cultivos 2D, al ser estáticos y proveer 
un solo tipo de sustrato, no permiten el desarrollo natural de las cé-
lulas; esto se ha observado en la variación de los perfiles de expresión 
de genes y proteínas en las células cultivadas en configuración 2D en 
comparación con los modelos 3D (tabla 5). De esta manera, los avan-
ces científicos son obstaculizados potencialmente en los modelos 2D.

Modelos de cultivo 3D

Los cultivos 3D son sistemas basados en técnicas sin andamios y en 
técnicas con andamios. Las técnicas sin andamios pueden generarse 
cultivando células en agrupaciones esféricas autoensambladas en 3D, 
a veces denominadas agregados celulares o esferoides, que no contienen 
biomateriales agregados y la mec presente es producida solo por las 
mismas células replicando en forma similar un microambiente in vivo.

Por otro lado, las técnicas basadas en andamios pueden obte-
nerse sembrando células en matrices 3D sólidas o líquidas, hechas 
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de materiales naturales o sintéticos, que proporcionan la interacción 
célula-matriz y guían el comportamiento celular, gracias a que faci-
litan la transmisión de señales físicas y químicas apropiadas para la 
adhesión, proliferación, diferenciación, supervivencia celular y comu-
nicación intercelular. 

De las matrices 3D empleadas se destaca la permeabilidad de meta-
bolitos, la conductancia eléctrica, la rentabilidad, la fácil manipulación, 
la reproducibilidad y una fácil recolección de productos de desecho, 
que finalmente facilitarían la angiogénesis y una mayor tolerancia in-
munológica en futuros trasplantes. 

En la actualidad, se han desarrollado tecnologías para la fabrica-
ción y diseño de matrices sofisticadas entre las cuales se destacan: la 
tecnología basada en hidrogeles, micropocillos y microgel (figura 8).

Hidrogeles: son sistemas poliméricos entrecruzados en agua, que 
se pueden fabricar a partir de una variedad de biomateriales natura-
les, como colágeno, fibrina o ácido; así como de materiales derivados 
de otras fuentes biológicas, como quitosano, alginato, gelatina, agaro-
sa o dextrano. Estos últimos biomateriales presentan una mayor bio-
compatibilidad y bioactividad, ya que tienen sitios de unión para las 
células, lo que da lugar a diversas interacciones que permiten mejorar 
la viabilidad, la proliferación, la migración celular, la diferenciación 
y la remodelación de la matriz del gel. Sin embargo, presentan limita-
ciones, ya que no están caracterizados los componentes específicos de 
los hidrogeles, los cuales podrían inducir señales que alteren la función 
celular de forma indeseada. Además, el ajuste y control de las propie-
dades físicas, químicas y el tamaño de las células individuales muestra 
una alta complejidad, lo que resulta inadecuado para hacer compara-
ciones directas con los resultados en sustratos 2D.

Los hidrogeles fabricados a partir de polímeros sintéticos, como 
el polietilenglicol (peg), presentan características físicas, mecánicas y 
químicas que se pueden regular con facilidad, además de ofrecer una 
alta reproducibilidad. Permiten cultivos celulares a largo plazo, in-
cluso cuando no hay ligandos de unión a integrina. Sin embargo, el 
comportamiento celular se ve afectado debido a la carencia de facto-
res endógenos.
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Figura 8. Vista general esquemática de los principales métodos 

utilizados para lograr el cultivo de células en 3D

	 Hidrogel	 Microgel/gotas	 Micro/nanofibra

	 Micropocillos	 Microcóncavo	 Micromoldeo

Tomada y modificada de Bao, 2018.

La mec se constituye en un sistema altamente dinámico. Hoy en día, 
para lograr una imitación similar a los microambientes nativos, se han 
desarrollado hidrogeles que permiten cambiar sus propiedades físicas 
y químicas por medio de estímulos externos; por ejemplo, hay hidro-
geles termosensibles que con las variaciones de temperatura pueden 
endurecerse y ablandarse en forma reversible, permitiendo el estudio 
del efecto de la mecánica (cambios de rigidez) sobre el destino celular 
(mecanobiología).

Micropocillos: constituyen una plataforma simple de amplia uti-
lización en la que se facilita el diseño estructural del microambiente 
de células 3D; pueden producirse a través de grabado directo en sili-
cio, por fotolitografía o por moldeo de materiales de hidrogel usando 
litografía suave. 

Las cm se pueden cultivar en micropocillos donde forman esferoi-
des celulares muy eficientes, útiles en ingeniería de tejidos, investiga-
ción de toxicología de fármacos y modelos de invasión del cáncer. Los 
micropocillos proveen la posibilidad de regular en conjunto la densi-
dad celular, la porosidad, la rigidez, la mecánica, la geometría, el con-
finamiento celular y la concentración de componentes de mec. Como 
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limitación de los micropocillos, se argumenta que son sistemas inmó-
viles que impiden una adecuada manipulación de las cm, por lo cual 
son considerados por algunos investigadores como modelos pseudo-3D, 
que en realidad no pueden imitar el entorno 3D in vivo.

Existen micropocillos con geometrías dinámicamente ajustables, 
diseñados a partir de polímeros biocompatibles termosensibles, como 
la policaprolactona (plc), con el fin de direccionar el destino celular 
a través de los cambios en la arquitectura del citoesqueleto. También 
se han descrito arrays de micropocillos celulares, útiles en el estudio 
específico de las señales de múltiples componentes que regulan la fun-
ción celular, que se pueden utilizar para crear matrices de micropar-
tículas a gran escala.

Microgeles: proporcionan un microentorno 3D para el cultivo de 
cm individuales encapsuladas con diferentes formas y tamaños utili-
zando diferentes métodos. Los microgeles son empleados en medicina 
regenerativa, y en el diseño de órganos o tejidos con morfologías es-
pecíficas que consisten en bloques de construcción repetitivos, como 
los lóbulos hepáticos y la arquitectura de nefronas.

Tabla 5. Resumen comparativo de métodos 2D y 3D: ventajas y desventajas

2D 3D

T
éc

ni
ca

s

Las células se cultivan en superficies 
planas y adherentes, por lo general de 
plástico o vidrio, y se recubren con 
sustratos (laminina) para mejorar la 
adhesión celular y/o la diferenciación 
directa.

Sistemas basados en andamios, 
en una matriz sólida o líquida 
de material natural o sintético. 
Las células generalmente se siembran 
sobre materiales de andamio.

Los sistemas libres de andamios, por 
ejemplo, esferoides autoensamblados, 
organoides o agregados celulares.

V
en

ta
ja

s

Simplicidad de uso. Por ejemplo, 
para usuarios con menos experiencia. 
Por lo general, no requiere equipo 
especializado.

Cultivo homogéneo. 

Económico. 

Reproducible.

Técnica bien establecida.

Permite interacciones más complejas 
entre las células y la interacción 
célula-mec.

Puede proporcionar una mejor 
organización espacial.

Mayor grado de complejidad para 
modelos más relevantes de ambientes 
y tejidos in vivo.

Continúa
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2D 3D

V
en

ta
ja

s

Facilidad de acceso a las células 
para aplicaciones posteriores 
y para técnicas de visualización 
(por ejemplo, microscopía).

Los sistemas basados en andamios 
pueden diseñarse para proporcionar 
señales químicas y físicas específicas. 
Por ejemplo, funcionalización, 
cambios en tamaño de poro y rigidez.

D
es

ve
nt

aj
as

No es una buena representación 
del entorno fisiológico in vivo. 

Interacción célula-célula limitada en 
gran medida al contacto lado a lado. 

Falta de capacidad predictiva para 
eventos in vivo. 

Falta de interacciones celulares-mec 
relevantes. 

Puede ser costoso en comparación 
con 2D. 

Puede presentar un mayor desafío 
para las técnicas de visualización, 
microscopía y otras metodologías 
paralelas.

Puede ser un desafío para la 
distribución homogénea de 
componentes (oxígeno y nutrientes), 
lo que lleva a áreas necróticas, 
muerte celular o heterogeneidad.

Puede requerir equipo especializado y 
costoso (por ejemplo, biorreactores), 
y manejo y optimización por parte 
de expertos.

Potencial de reproducibilidad 
reducido, incluida la variabilidad 
de materiales de andamios naturales.

Los enfoques basados en andamios 
deben tener en cuenta las propiedades 
del material (por ejemplo, 
biodegradabilidad, tamaño de poro, 
composición química).

Las plataformas basadas en andamios 
pueden aumentar la dificultad 
de recuperar las células para 
aplicaciones posteriores.

Tomado y modificado de Centeno, 2018.

Modelos organoides en 3D

Uno de los subtipos de cultivo en 3D son los denominados organoides 
(técnica sin andamios); estos permiten reflejar la funcionalidad, la 
arquitectura y las características geométricas de los órganos y tejidos 
in vivo; sin embargo, cuentan con limitaciones, como la ineficiente repro
ducibilidad, un alto costo, y la difícil manipulación y configuración.
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Los organoides son estructuras conformadas por múltiples tipos 
de células autoorganizadas, y demuestran ser un modelo superior a 
las configuraciones de cultivo 2D (tabla 6). Por lo general, los orga-
noides se basan en técnicas sin andamios; pero se pueden combinar 
con el uso de matrices (andamios), con el fin de proporcionar estruc-
turas y señales fisicoquímicas para la correcta organización del tejido 
u órgano. La matriz más utilizada es el Matrigel®, aunque se ha repor-
tado la efectividad de los métodos esferoides (sin andamios) que son 
alternativos y simplificados.

Dentro de las limitaciones de los modelos organoides se encuen-
tran los problemas de reproducibilidad, debido a que no existe un 
adecuado control sobre las células, que se autoorganizan autónoma-
mente; por tanto, es imposible garantizar replicaciones exactas de or-
ganoides de las mismas dimensiones (tamaño y forma), composición 
celular, características fenotípicas y moleculares. Esto representa un 
impedimento para ensayos clínicos y farmacéuticos, al no poseer un 
verdadero control de seguridad y calidad terapéutica. En la actualidad, 
se está buscando la estandarización de los organoides; sin embargo, la 
reproducibilidad ha sido una característica difícil de lograr.

De igual manera, la vascularización constituye una meta difícil 
de alcanzar; implica generar una extensa red vascular que se com-
pone de capas robustas de células musculares lisas endoteliales y vas-
culares que muestran fenotipos funcionales, como la permeabilidad del 
endotelio o la contracción. La vascularización permite el suministro 
homogéneo de nutrientes a todas las células que componen el orga-
noide, lo que facilita la investigación de fármacos y el análisis de toxi-
cidad. En cuanto a trasplantes, un organoide vascularizado podría ser 
injertado en pacientes, ya que podría integrarse con la red vascular del 
paciente. Sin embargo, hasta el momento solo se han obtenido mode-
los vascularizados en 3D como los modelos de cáncer para estudiar la 
angiogénesis y tejidos adiposos para mejorar el desarrollo de tejidos 
blandos aplicables a medicina regenerativa.

A pesar de que los organoides han permitido el modelado de en-
fermedades y la recreación de interacciones celulares complejas dentro 
de un microambiente esférico, aún es un desafío imitar los proce-
sos dinámicos de perfusión e inflamación sanguínea in vivo, donde 
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se involucran una multitud de tipos de células (células endoteliales, 
monocitos, macrófagos, leucocitos) en procesos de adhesión celular 
(células endoteliales-leucocitos), extravasación de leucocitos, transmi-
gración y diferenciación celular (de monocitos a macrófagos).

El tejido sanguíneo representaría un componente fundamental, ya 
que alberga las células inmunes que interactúan a través de la quimio
atracción y con las paredes de los vasos sanguíneos (por medio de las 
moléculas de adhesión presentadas por las células endoteliales). Por 
consiguiente, es importante reconocer que para imitar procesos diná-
micos de perfusión e inflamación sanguínea se debe establecer inicial-
mente la vascularización. Hoy en día, no se han logrado desarrollar 
con éxito los denominados “cultivos en balsa”, que consisten en una 
estructura 3D multicapa soportada por matrices de colágeno y expuesta 
a una interfaz de cultivo aire-líquido, con el fin de imitar la piel real; sin 
embargo, no se logró establecer perfusión sanguínea al no producirse 
hiperpermeabilidad de los vasos ni la vasodilatación usual al inicio de 
una inflamación aguda.

En un futuro, lograr un modelo organoide que pueda incorporar 
de manera satisfactoria la vascularización y los procesos de inflama-
ción se constituirá en una herramienta valiosa para el estudio de enfer-
medades vasculares ateroscleróticas, enfermedades inflamatorias de la 
piel, nefritis intersticial e, incluso, enfermedad inflamatoria intestinal.

Modelos de ratones humanizados
Los modelos murinos han permitido el modelado de enfermedades. Los 
de uso más común son los ratones inmunodeficientes (como el ra-
tón desnudo y el ratón con inmunodeficiencia combinada grave), que 
debido a su inmunodeficiencia no presentan reacción al ser trasplan-
tados con células extrañas, lo que les facilita ser receptores de células 
o tejidos humanos.

Por otro lado, se encuentran los ratones humanizados, a los cua-
les se les retira el sistema inmunológico innato para remplazarlo con 
células inmunológicas humanas por medio del trasplante de cmh. Los 
modelos murinos humanizados permiten el modelamiento de enferme-
dades, ya que facilitan la búsqueda de blancos terapéuticos al mostrar 
un entorno in vivo y una fisiología similar a la humana, debido a la 
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presencia de un sistema inmune completo y de circulación sanguínea, 
lo cual es imposible de recrear en modelos 2D. Sin embargo, los mo-
delos de ratón para estudiar enfermedades humanas han sido cuestio-
nados, debido a que se han reportado diferencias fundamentales entre 
el sistema inmunológico de los roedores y el de los humanos. Además, 
como los organoides en 3D aún deben enfrentar varios desafíos, es ne-
cesario validar su uso empleando un modelo de ratón humanizado.

Tabla 6. Comparación entre sistemas de modelos 2D 

y modelos organoides 3D

Consideraciones técnicas 
y experimentales

Modelo 2D
Modelo 3D 

de organoides

Costo Bajo Moderado a alto

Facilidad de configuración
Fácil a moderada 
complejidad

Alta complejidad

Tiempo requerido Bajo Moderado a alto

Interacciones célula-mec Ambiente artificial Imita el entorno natural

Reproducibilidad Alto Bajo

Vascularización No Moderadamente posible

Perfusión sanguínea No Moderadamente posible

Inflamación

Las técnicas de 
cocultivo permiten 
una forma simple de 
modelar la inflamación

Más tecnologías 
mejoradas permiten 
modelar la complejidad 
de la inflamación

Tomada y modificada de Ho, 2018.

Los cultivos 3D recrean con mayor similitud el microambiente de una 
cm in vivo. Para ello, es importante diseñar una adecuada mec (hidro-
gel, alginato, ácido hialurónico, células alimentadoras) y evitar la for-
mación de agregados, mediante el empleo de microportadores. Estos 
deben ser seleccionados según el tipo de cm, características (tamaño, 
morfología, eficiencia clonal) y requerimientos (expansión, diferencia-
ción, recolección de células). Existen microportadores biodegradables, 
los cuales facilitan la separación célula-perla.
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Biorreactores para expansión de células madre

El uso de biorreactores representa una alternativa viable a los siste-
mas de cultivo planar en expansiones de cm. El biorreactor se defi-
ne como un sistema de cultivo en el que hay un adecuado monitoreo 
y control de variables (como el pH, la temperatura, el O

2 y la concen-
tración de CO2) para el mantenimiento de un entorno fisicoquímico 
homogéneo para las células, así como para el soporte de la adhesión 
celular (células adherentes) cuando sea necesario.

El biorreactor usado para expansión de cm debe ser fácil de operar; 
debe permitir la supervisión y el control en línea de los parámetros de 
cultivo y alcanzar altas densidades celulares. También debe facilitar la 
recolección de células viables y ser eficaz en términos de costo y tiem-
po. Hay disponibles configuraciones desechables de hasta 2000 litros, 
y son preferidas debido a la eliminación de los pasos de limpieza y 
esterilización (figura 9).

El uso de microportadores —que suelen tener forma esférica 
(perlas o esferas microscópicas)— proporciona una alta relación de 
área-superficie a volumen en condiciones de proceso controladas por 

Figura 9. Biorreactores para expansión de cm
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Tomada y modificada de Mizukami, 2018.



57

Cultivo de células madre

completo en expansiones de cm realizadas en biorreactores instru-
mentados. Además, la superficie de crecimiento se puede aumentar 
dentro del sistema de biorreactores hasta cierto punto, lo que mejora 
la consistencia del producto y disminuye los costos. El uso de micro-
portadores aumenta el área superficial en un cultivo de tejido para la 
adhesión y recuperación de células dependientes de anclaje; además, 
muchas veces se comercializan esterilizados previamente para facilitar 
la producción celular y garantizar mayor seguridad.

El tipo de microportador desempeña un papel clave en el proceso 
de expansión celular, donde es importante que los atributos de calidad 
crítica no cambien. Numerosos tipos de microportadores disponibles 
en el comercio se han probado en combinación con cm y biorreacto-
res. Los tipos de microportadores difieren enormemente en tamaño 
(90-380 μm), en material del núcleo (poliestireno modificado, celu-
losa, dextrano, gelatina), así como en el revestimiento de la superficie 
(colágeno, fibronectina, dietilaminoetilo, trietilamonio). El material 
del núcleo y el revestimiento de la superficie no solo afectan el asen-
tamiento del microportador y el crecimiento celular, sino también la 
velocidad del impulsor requerida para mantener los microportadores 
en suspensión y garantizar una transferencia de masa suficiente.

En 2016, Florian Petry y colaboradores examinaron diferentes tipos 
de microportadores en biorreactores a pequeña escala para cmm con 
velocidades de impulsor predefinidas para mantener los microporta-
dores en suspensión. Hallaron diferencias en la unión celular, el creci-
miento celular, el consumo de glucosa y en la producción de metabolitos 
(por ejemplo, lactato y amoníaco) según el tipo de microportador. 
Encontraron que las cmm tienen el mejor rendimiento de crecimiento 
en microportadores de colágeno, Synthemax® II y ProNectin® F, ya que 
estos microportadores están recubiertos con colágeno y fibronectina, 
respectivamente. Ambos recubrimientos son componentes de la mec, 
incluida la secuencia de ácido arginil-glicil-aspártico.

Se ha demostrado que diferentes sustratos de la superficie de los 
microportadores pueden causar un cambio en el fenotipo, el cual es 
notorio por una reducción en el nivel de expresión de diferentes mar-
cadores de superficie (por ejemplo, CD90, CD105, CD166). Además, 
se ha comprobado que la estructura planar —incluidas la rigidez del 
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material, la nanotopografía y la curvatura local— puede afectar la pro-
liferación de cm, el mantenimiento del fenotipo y la diferenciación. 
Por lo tanto, se siguen realizando esfuerzos para desarrollar nuevos 
microportadores biodegradables. Hasta ahora, la eficiencia del asenta-
miento de microportadores que cubre la unión y la propagación de las 
células y el crecimiento de cm también depende del proceso de siem-
bra de células.

Por lo tanto, es importante inocular con una alta proporción de 
células a perlas para lograr una distribución de células homogénea, en 
la que cada microportador esté ocupado por al menos una célula via-
ble. Normalmente, se utiliza una concentración celular teórica de tres 
a cinco células por microportador. Después de la fase de unión —que 
suele tomar entre 4 y 20 horas en condiciones de agitación estática o 
intermitente—, cada microportador debe tener el mismo número de 
células adheridas a su superficie. Sin embargo, en la práctica no es este 
el caso. Se ha demostrado que una siembra de células subóptima da 
como resultado la formación temprana de grandes agregados de mi-
croportadores de cm (hasta 4-5 mm) que perjudican el crecimiento 
celular y las características de las cm.

El tamaño de los agregados también influye en el cultivo en 
biorreactores y puede ser controlado por la velocidad del impulsor y 
las fuerzas hidrodinámicas resultantes. Este hallazgo podría explicar-
se por la mayor frecuencia de interacciones partícula-partícula que 
facilitan una agregación, siempre que las fuerzas hidrodinámicas que 
pueden causar un desprendimiento de células no sean demasiado altas. 
Los agregados grandes pueden ir acompañados de una disminución 
en el número de células, lo que se explica por la viabilidad reduci-
da en los núcleos de los agregados (figura 10). Sin embargo, aún no se 
comprende por completo en qué medida la formación de agregados 
de microportadores de cm tiene una influencia en la calidad de la cé-
lula y qué influencia tiene la composición del medio en las caracterís-
ticas de las cm.

El procedimiento de recolección en un cultivo basado en micropor-
tadores es un paso esencial, ya que las células serán el producto final. 
Típicamente, los microportadores colonizados con células se tratan 
con enzimas proteolíticas, y las células desprendidas se separan de los 
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microportadores mediante filtración. Las enzimas proteolíticas divi-
den los enlaces covalentes que se formaron entre la capa superficial del 
andamio y las integrinas en la superficie celular.

Figura 10. Efecto de la velocidad del impulsor en la formación 

de aglomerados.  

(I) Imágenes macroscópicas y (II) imágenes microscópicas de aglomerados 

de microportadores de cm: a. 25 rpm, b. 49 rpm y c. 120 rpm, 

en matraces giratorios de un solo uso. Las flechas blancas 

indican los aglomerados de microportadores de cm. 

(I)

(II)

(a) (b) (c)

Tomada y modificada de Jossen, 2018.

Biorreactores de un solo uso para cultivo de células madre

Los biorreactores de un solo uso tienen un recipiente de cultivo rígido 
cilíndrico (hecho de poliestireno o policarbonato) o una bolsa flexible 
(con una capa de contacto de polietileno o etileno acetato de vinilo). 
La bolsa está fijada y formada por un contenedor de soporte hecho 
de acero inoxidable y es similar a una almohada en forma de cubo o 
cilíndrica. Debido a que el fabricante proporciona preesterilizadas las 
cámaras de cultivo, los procedimientos de esterilización y de limpieza 
se vuelven obsoletos. Además, se reduce el riesgo de contaminación cru-
zada, lo que hace que el proceso de expansión de cm sea más seguro.
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Respecto a los biorreactores de un solo uso, se ha demostrado 
que ofrecen más beneficios, pues la unidad de cultivo solo se usa una 
vez y se desecha después. Para los sistemas de cultivo estáticos de un 
solo uso (matraces de múltiples capas planares), las desventajas están 
bien descritas. Por tanto, su uso está asociado con una transferencia 
de masa ineficiente, la presencia de gradientes de nutrientes, y un mo-
nitoreo y control de procesos inadecuados. En cualquier caso, los ma-
traces planos multicapa se usan con mayor frecuencia en la fabricación 
comercial de cm (tabla 7).

Biorreactor de tanque agitado
La expansión de cmm en biorreactores de tanque agitado —debido a 
su naturaleza dependiente del anclaje— requiere el uso de micropor-
tadores, pequeñas perlas (100-300 μm de diámetro) que se mantienen 
en suspensión fácilmente, lo que proporciona la superficie para que 
las células se adhieran y crezcan. En este biorreactor, los impulsores 
se utilizan para promover la mezcla, dando como resultado un sis-
tema de cultivo homogéneo, que permite monitorear y controlar los 
parámetros de cultivo, y la eliminación constante de muestras. Entre 
las principales ventajas se encuentran: la homogeneidad del sistema, 
la operación amigable y el escalado, y la versatilidad de la operación 
(lote, alimentación discontinua y perfusión). Se puede producir una 
gran cantidad de células en un solo recipiente, lo que evita la variabi-
lidad entre lotes y minimiza los costos relacionados con la mano de 
obra y los consumibles.

La selección de un microportador apropiado es una variable crí-
tica de un bioprocesamiento de expansión y debe basarse en una me-
todología sistemática. El microportador ideal no solo debe ser capaz 
de soportar un acoplamiento y crecimiento de células eficientes, sino 
que también debe permitir una fácil recolección de células sin perder 
las propiedades de las cm. Una de las principales desventajas de ex-
pandir las células en microportadores —en biorreactores de tanque 
agitado— es la formación de aglomerados de microportadores celu-
lares que impiden la transferencia de nutrientes a las células dentro 
del aglomerado y también perjudica la recolección de células. Se pre-
fiere un microportador con carga neutra (un microportador con carga 
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positiva que atrae las células por fuerzas electrostáticas) y biodegrada
ble (degradable con digestión enzimática) para evitar un alto nivel 
de aglomeración.

Biorreactor oscilante de onda
Este biorreactor consiste en una bolsa de plástico desechable colocada 
en una plataforma, cuyo movimiento fluido agitado induce la forma-
ción de ondas que, a su vez, proporcionan una buena distribución de 
nutrientes y una excelente transferencia de oxígeno; esto resulta en un 
entorno de cultivo óptimo para el crecimiento celular. También presenta 
un riesgo mínimo de contaminación (sistema cerrado), escalabilidad y 
flexibilidad. Este sistema de cultivo también requiere microportadores 
para la expansión de las cm.

Biorreactor de fibra hueca
Se consideran una buena opción para la expansión de cm debido a 
su entorno relativamente homogéneo, bajo esfuerzo de corte y fibras 
para la adhesión celular. Los biorreactores de fibra hueca consisten en 
capilares porosos (fibras huecas) contenidos en un cilindro externo para
lelo. Por lo general, las células se inoculan dentro de la fibra o espacio 
intracapilar (eic). El espacio extracapilar (eec) entre el cilindro y las 
fibras es donde fluye el medio de cultivo y los nutrientes se difunden 
a través de los poros de las fibras hasta el eic, lo que permite la nutri-
ción de las células retenidas en él. Además, los desechos metabólicos 
producidos por las células pueden penetrar a través de la fibra y pue-
den ser transportados por el flujo.

Biorreactor de cama fija
Consiste en una columna (cama) que contiene o sostiene un andamio 
inmovilizado en donde se inoculan las células. El andamio debe tener 
una área de superficie grande para el crecimiento celular y la estabili-
dad química. Una vez que las células permanecen inmovilizadas en la 
superficie del andamio, este sistema tiene la ventaja de presentar un am
biente de bajo esfuerzo cortante. Aunque este biorreactor permite un 
crecimiento celular tridimensional y una mejor imitación de las condi-
ciones in vivo, pueden producirse gradientes de concentración espacial.
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Procesamiento posterior de células madre 
después de obtener un biorreactor
El procesamiento posterior de células madre (ppc) implica varios pasos 
complejos; entre ellos están: la recolección de células, el desprendimiento 
de células del andamio, la eliminación (clarificación) de microportado-
res (andamiaje), la reducción de volumen, el lavado de células seguido 
de la formulación y la crioconservación. El ppc de la fabricación de cm 
tiene una alta proporción de cuellos de botella debido al poco tiempo 
disponible para transferir cm del medio de cultivo al estado criocon-
servado. Esta es la razón por la cual la capacidad de producción está 
limitada a 150-200 L por lote en las producciones alogénicas de cm 
en la actualidad.

Para obtener un producto celular altamente puro, con una viabi-
lidad y funcionalidad adecuadas, todo el proceso de ppc debe cumplir 
con los requisitos específicos, que incluyen el tiempo de procesamiento 
reducido, la reducción de gran volumen, el lavado eficiente (para dis-
minuir los niveles de impureza a <1 ppm) y un bajo esfuerzo de corte. 
Además, el sistema debe ser cerrado, automatizado y escalable.

Después de las etapas de concentración y lavado, las células se 
formulan utilizando un tampón de crioconservación específico. Dado 
que la terapia basada en cm está diseñada para uso alogénico, es ne-
cesario tener un gran inventario disponible. Luego, el llenado de via-
les a gran escala debe realizarse utilizando sistemas automatizados y 
también se requerirá que los congeladores de velocidad controlada 
procesen miles de viales por lote. La combinación de todos estos sis-
temas automatizados y cerrados permitirá el mantenimiento de la ca-
lidad del producto celular.

El primer paso después de que se haya completado el cultivo del 
biorreactor es el desprendimiento de las células de los microportado-
res, que se realiza más que todo con enzimas proteolíticas (por ejem-
plo, la tripsina). Aquí, los objetivos de la enzima proteolítica son las 
proteínas de adhesión en la superficie celular. Sin embargo, si se utili-
zan microportadores biodegradables, se aplica una mezcla de dos en-
zimas, donde la segunda enzima (por ejemplo, la colagenasa) se dirige 
a la estructura del microportador. El desarrollo de microportadores 
biodegradables es el foco de los últimos desarrollos, ya que reducen 
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de modo significativo la complejidad de la etapa de separación pos-
terior. Sin embargo, en ambos casos, el desprendimiento de las cm de 
la superficie del microportador se ve afectado por el recubrimiento 
de la superficie (por ejemplo, componentes como el colágeno o la 
fibronectina). En este caso, es decisivo optimizar el procedimiento de 
desprendimiento de células con respecto al tiempo máximo en que las 
células pueden estar expuestas a la enzima, así como al pH y la tem-
peratura para una actividad enzimática óptima.

Además de estos aspectos, también es importante considerar la 
inhibición de la enzima o los inhibidores proteolíticos después del 
desprendimiento de células para detener la reacción enzimática. En 
general, el desprendimiento de células se realiza principal y directa-
mente en el sistema de biorreactor, porque el sistema proporciona un 
control ambiental preciso. Al final del cultivo, el impulsor se detiene y 
los microportadores se dejan reposar en el fondo del reactor antes de 
que el medio gastado se retire a través de un tubo de inmersión. En ese 
punto, la velocidad de sedimentación de los microportadores o agrega-
dos de microportadores celulares es importante. Los microportadores 
con una densidad cercana a la densidad media son beneficiosos para 
mantenerlos en suspensión, pero no para la recolección. En el último 
caso, la tecnología de filtración tangencial alternativa (fta) se puede 
usar antes del desprendimiento de células para concentrar y lavar la 
suspensión de microportadores de cm.

Los módulos de fta son dispositivos efectivos para filtrar grandes 
volúmenes de cultivo, mientras que se minimiza el ensuciamiento de la 
membrana de filtración por los microportadores. Sin embargo, es im-
portante definir los tiempos del ciclo y las condiciones óptimas del ci-
clo para garantizar una alta recuperación de las células. Durante el 
proceso de desprendimiento de células, normalmente se aplican cargas 
mecánicas específicas para facilitar el desprendimiento de células. Sin 
embargo, debe tenerse en cuenta que la potencia de entrada máxima 
y la duración del tratamiento enzimático resultante están influencia-
das por el tipo de biorreactor y sus impulsores.

Después del desprendimiento celular, las células deben separar-
se de las perlas de microportadores, un proceso que se suele realizar 
mediante filtración por exclusión de tamaño basada en las diferencias 
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de tamaño entre cm desprendidas (15-20 μm) y microportadores 
(>90 μm). A pequeña escala, la separación de perlas con frecuencia se 
realiza utilizando pequeños tamices estériles, como filtros de células 
de la casa comercial Corning o filtros de sangre de la empresa Baxter 
Healthcare. Independientemente del dispositivo y de la escala utiliza-
dos, lo relevante son las recuperaciones celulares y las viabilidades que 
superan el 90 %. Se debe hacer especial énfasis en las partículas; esto 
es cierto en especial cuando se pueden generar residuos de micropor-
tadores bombeando la suspensión. Si los residuos de microportadores 
resultantes son más pequeños que el tamaño del poro del filtro, pue-
den contaminar el producto terapéutico final.

Por último, se requiere lavado de células después del desprendi-
miento de células para eliminar cualquier componente no deseado, 
como residuos de sfb, enzimas o residuos de microportadores de la 
suspensión celular. El lavado se acostumbra hacerlo junto con la etapa 
de concentración celular, debido a los altos números de células reque-
ridos en la formulación final (entre 106-107 células/mL). El lavado y la 
concentración de células se realizan mediante la técnica de filtración 
de flujo tangencial (fft) o mediante centrifugación.

La tecnología de fft está bien establecida en la purificación de pro-
teínas terapéuticas basadas en células de mamíferos. Aquí, las proteínas 
en el lado del filtrado son el producto deseado. Además, la tecno
logía fft se puede adaptar para la fabricación de cm manteniendo 
suficientemente bajas la velocidad de corte y la presión; esto signifi-
ca que no se permite que la viabilidad celular y el fenotipo celular se 
vean afectados durante la concentración y el lavado. El flujo y la pre-
sión óptimos se deben analizar al inicio del proceso para maximizar 
la recuperación celular.

La tecnología de centrifugación clásica es subóptima para el pro-
cesamiento de las cm, ya que las fuerzas centrífugas compactan las cé-
lulas entre sí y contra una superficie sólida; luego las células deben ser 
segregadas de forma mecánica y esto puede resultar perjudicial para 
las células, y reducir la recuperación celular y la eficacia del lavado. 
En la tecnología fft, las cm se concentran en un lecho fluidizado bajo 
un flujo continuo, mientras que el sobrenadante transparente se eli-
mina en forma continua.
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Independiente de la tecnología y de los dispositivos utilizados para 
el lavado y la concentración de células durante la fabricación de cm, se 
debe demostrar que el medio de cultivo de cm concentrado no contiene 
impurezas. Esto también se aplica al intercambio de medio posterior, 
que es ejecutado con dispositivos de diafiltración y que representa el 
último paso del ppc en la fabricación de cm.
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Las cm constituyen una promesa para muchos campos de inves
tigación básica, aplicada, preclínica y clínica. Su papel en investiga

ción ha sido demostrado gracias a su potencial de diferenciación, 
multilinaje, secreción de moléculas antiinflamatorias y los efectos inmu
norreguladores. Las cm se consideran una fuente celular prometedora 
para el tratamiento de enfermedades crónicas, autoinmunes, inflama-
torias, degenerativas y, en la actualidad, también se han explorado en 
diferentes fármacos como potenciales terapéuticos. Han sido estudia-
das las cme, las CMPi y las cma, entre las que se encuentran las cmm. 
Es importante resaltar que una de las aplicaciones de las cm en el ám-
bito clínico es la medicina regenerativa, que constituye el área de mayor 
acción, entre muchas otras.

Aplicaciones de las células madre 
en medicina regenerativa
Las cm son ideales en la medicina regenerativa porque pueden some-
terse a autorrenovación indefinida conservando la pluripotencia, lo que 
les permite diferenciarse en cada tipo de célula del cuerpo. Un factor 
importante para el desarrollo y la homeostasis del tejido es el equili-
brio entre la autorrenovación y la diferenciación de las cm.

El eje principal de la medicina regenerativa es el remplazo celular 
y regeneración de tejidos alterados en enfermedades crónicas como 
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diabetes mellitus, enfermedad de Parkinson y algunas enfermedades 
cardiovasculares; en estos casos se remplazan células dañadas por célu-
las funcionales, que son capaces de restaurar la normalidad de tejidos 
u órganos en cuanto a su estructura y funcionalidad. Todo esto lo ha-
cen por medio de la reparación de vías biológicas de señalización dis-
funcionales o de modulación de la respuesta inmune local o sistémica.

Se ha visto que, gracias a su potencial migratorio, las cm y las cmm 
se alojan en un principio en la zona dañada del tejido u órgano (homing), 
lo que facilita la reparación después de procesos traumáticos, degene-
rativos, isquémicos o inflamatorios. Hoy se afirma que las cm poseen 
una modalidad de comunicación por medio de microvesículas que 
contienen ácido ribonucleico mensajero (ARNm), micro-ARN y pro-
teínas, que se liberan como exosomas en el medio intercelular; esto 
contribuye a restringir la lesión tisular y a inducir el reingreso, pro-
bado para diferentes aplicaciones en reparación cardíaca, neuronal o 
musculoesquelética.

El homing es la capacidad de retorno de las cm al sitio de lesión, 
donde las células interactúan con los tejidos del huésped y secretan 
factores tróficos. Se ha demostrado que las metaloproteasas de matriz 
(mpm) reguladas por citocinas inflamatorias (IL-1ß, TNF-α y TGF-ß1) 
son importantes en la migración de las cm. El homing se encuentra de-
terminado por la edad (cm recién aisladas muestran mayor eficiencia 
de homing), condiciones de cultivo, el número de pases celulares y el 
método de administración. Respecto a la forma de administración, la 
endovenosa e intraarterial no son tan efectivas, debido a que las cm 
quedan atrapadas en los capilares de los diversos tejidos, en especial, 
de los pulmones; por consiguiente, lo más recomendable es la inyec-
ción de las células en la zona de la lesión o en su alrededor.

Con el fin de apoyar el uso de las cm en medicina regenerativa 
o terapia celular, en la actualidad se incentiva la creación de bancos 
de cm para uso terapéutico teniendo en cuenta el origen de la cm. Por 
ejemplo, células autólogas, células derivadas de mo, cordón umbilical 
y tejido adiposo; y células derivadas de animales genéticamente mo-
dificados. El ejemplo más representativo es la terapia celular con cm 
obtenidas de mo, que ha sido útil en tratamientos de tipo alogénico y 
autólogo con el fin de restaurar células hematopoyéticas; su único 
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inconveniente ha sido la cantidad de cm que pueden aislarse de la mo. 
Por otro lado, se han realizado estudios en enfermedades cardíacas, 
ortopédicas y en ingeniería de tejidos.

Medicina regenerativa en enfermedades cardíacas

En las últimas dos décadas, la terapia celular se ha convertido en una 
nueva alternativa para el tratamiento de cardiopatías. Diferentes tipos 
de cm —como las derivadas de mo, corazón, mioblastos esqueléticos, 
células progenitoras endoteliales y cmm— se han probado tanto a nivel 
experimental como clínico. Las cmm se consideran como una opción 
para la terapia celular regenerativa en enfermedades coronarias debi-
do a sus propiedades tróficas, paracrinas e inmunomoduladoras, ade-
más de ser inmunoprivilegiadas (no expresan cmh-ii y niveles bajos 
de cmh-i; tampoco expresan moléculas coestimuladoras, como CD40, 
CD80 o CD86); y permiten su utilización como aloinjerto (figura 11).

Figura 11. Beneficio terapéutico de las cmm derivadas 

de la médula ósea y del tejido adiposo para la terapia cardíaca

CMM
Médula ósea

Tejido 
adiposo

Expresión de marcadores
CD44+  CD45-
CD73+  CD31-
CD90+
CD105+

Células

Células 
embebidas en 

hidrogel

Bloqueo arterial 
Infarto

Sutura el área 
con daño

Inyección 
intracoronaria

Células 
sembradas en 

un soporte

E
xp

an
si

ón
 y

 p
re

pa
ra

ci
ón

Tomada y modificada de Perez-Estenaga, 2018.



72

Células madre y su aplicación biotecnológica

Los estudios han demostrado que las cmm ejercen efectos benefi-
ciosos sobre la isquemia del tejido cardíaco generando vasculogénesis, 
angiogénesis y regulación de componentes de la mec, lo que conlleva la 
supervivencia celular. Dichos efectos se deben, en primer lugar, a accio-
nes paracrinas, como la secreción de citocinas y factores de crecimiento; 
y a acciones inmunomoduladoras, como la inhibición de la activación 
y proliferación de los linfocitos T y B; el bloqueo de la diferenciación 
de monocitos a células dendríticas; la disminución de la regulación de 
moléculas de células presentadoras de antígeno; la reducción de la ac-
tividad citotóxica de las natural killer y la ayuda a la maduración de 
los monocitos en macrófagos antiinflamatorios (figura 12).

En la realización de estudios preclínicos, la terapia con cmm se ha 
experimentado en ratones, cerdos y perros, en los cuales no se han evi-
denciado efectos adversos ni problemas de seguridad. Por el contrario, 
se han observado efectos positivos, como recuperación de la función 
cardíaca, remodelación del miocardio, formación reducida de cicatri-
ces, aumento de la vascularización, mejora de parámetros hemodiná-
micos, aumento del grosor de la pared y de las dimensiones diastólicas 
finales del ventrículo izquierdo, lo que ha conducido a efectuar estu-
dios clínicos en pacientes. En la actualidad existen dos ensayos repre-
sentativos que son: el Apollo y el Prometheus. En el estudio Apollo se 

Figura 12. Beneficio terapéutico de las cmm en la terapia cardíaca
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experimentó con cmm derivadas de tejido adiposo autólogo (cmmta) 
por medio de administración intracoronaria en pacientes con infarto 
agudo de miocardio (iam); no se presentaron efectos adversos graves y 
se evidenció una reducción del área infartada y una mejora significativa 
en la perfusión. En el ensayo Prometheus, se administraron cmm autó-
logas en pacientes con cardiomiopatía coronaria crónica; no se eviden-
ciaron eventos adversos, y se observó mejora en la función cardíaca, 
reducción de la masa de tejido cicatricial y aumento de tejido viable.

Aunque se han demostrado los beneficios del trasplante autólogo 
de cmm en humanos, este presenta ciertas limitaciones, como el tiem-
po usado en el aislamiento, expansión y validación in vitro de las cé-
lulas, además de la variabilidad interindividual. Por estas razones, se 
diseñaron dos ensayos clínicos (Prochymal y Poseidon) en pacientes 
que fueron trasplantados con cmm alogénicas; en ellos se evidenció 
funcionalidad. En ambos ensayos, las cmm derivadas de mo se admi-
nistraron por vía endovenosa a pacientes con iam que mostraron me-
joría en la funcionalidad cardíaca, con un aumento de los volúmenes 
sistólicos y una reducción del tamaño del infarto; además, se presentó 
una baja incidencia de reacciones adversas, que se correlacionó con la 
baja alorreactividad entre donante-receptor.

Cabe destacar que se deben establecer más ensayos de seguridad 
en el trasplante alogénico de cmm antes de incluirlos como rutina clí-
nica, debido a que se han presentado casos de alorreconocimiento de 
cmm por parte de las células inmunes del receptor, lo que influye en la 
supervivencia de las cmm en la zona de implantación. Se han detecta-
do aloanticuerpos contra cmm alogénicos diferenciados en la sangre 
de los receptores y se ha evidenciado secreción de interleucina 6 (IL-6), 
considerada una citocina inflamatoria que desempeña un papel en el 
rechazo de aloinjerto. Sin embargo, a pesar de que parece existir una 
respuesta inmune leve, se sugiere que esto no restringiría el efecto te-
rapéutico ejercido por las cmm trasplantadas.

Hoy en día se están diseñando estrategias para mejorar la efecti
vidad y robustez del trasplante de cmm —como el uso de biomate-
riales, hidrogeles y andamios celularizados— debido a que se han 
presentado casos donde se evidencia baja tasa de injerto y deficiente 
supervivencia después de la administración en el corazón, lo que ha 
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impedido su uso clínico a gran escala. Las características del bioma-
terial, tales como composición, elasticidad, porosidad, viscosidad, 
micro y nanoestructura, influyen en gran medida en la biocompatibi-
lidad con el organismo huésped; además, da soporte mecánico para 
al corazón infartado y brinda la posibilidad de transportar células al 
miocardio dañado.

En suma, las cmm se han integrado a matrices de colágeno para for
mar un parche cardíaco que luego se sutura al corazón infartado 
(figura 13), mostrando una mejora funcional significativa de cuatro a 
seis semanas después del tratamiento. Esto se evidencia en el ensayo clí-
nico Magnum, que ha resultado prometedor, seguro, factible y efectivo.

Figura 13. Regeneración celular con biomateriales y citocinas. 
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Medicina regenerativa en enfermedades ortopédicas

Las cmm han sido de gran importancia en la medicina regenerativa 
musculoesquelética debido a su capacidad para diferenciarse en tejidos 
estructurales conectivos, como el tejido óseo, y generar un proceso de 
reparación y regeneración ósea mediante la producción de biomolé-
culas osteogénicas. Las etapas de regeneración ósea in vivo compren-
den: inflamación local, reclutamiento de cmm, diferenciación y fase de 
activación angiogénica (vascularización), esta última importante debi-
do a que los nuevos vasos sanguíneos llevan oxígeno y nutrientes a la 
zona en proceso de regeneración que posee un metabolismo exigente. 
Por último, se da la osificación endocondral, que consiste en la for-
mación del cartílago en la zona afectada, donde los condrocitos ma-
duran hasta la hipertrofia y se autoinducen a apoptosis para conducir 
a la formación de hueso nuevo. Este proceso está regulado por vías 
de señalización coordinadas y activadas por el factor estimulante de 
colonias de macrófagos, el ligando del receptor activador del NF-κB 
(conocido como rankl), la opg (osteoprotegerina, que inhibe la for-
mación de osteoclastos) y el factor TNF-α.

Dependiendo de la fuente de donde sean aisladas las cmm, estas 
muestran diferentes ventajas. Hoy en día, la fuente para ingeniería de 
tejidos con más relevancia es el cordón umbilical (cu); muchas inves-
tigaciones han establecido que el cu es una fuente rica de citocinas, las 
cuales desempeñan una importante función en diferentes etapas de la 
reparación ósea. Por ejemplo, las citocinas IL-6, MCP-1 y MIP-1 in-
tervienen en la fase inflamatoria. Las citocinas específicas —vegf (re-
gulador de angiogénesis), pdgf, FGF-2, etc.— ejercen como “factores 
de referencia” para reclutar cmm endógenas en la zona de la lesión 
(por medio de quimiotaxis); también ejecutan funciones relevantes en 
la proliferación, migración y diferenciación de las cmm en osteoblas-
tos, contribuyendo a la vascularización y, por último, a la reparación 
tisular exitosa. Las citocinas pueden desencadenar vías de señalización 
ya sea paracrinas o autocrinas sobre cmm, células estromales y células 
endoteliales que regulan las respuestas inmunitarias, la inflamación, 
la remodelación de tejidos y la diferenciación celular (figura 14).
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La reparación ósea es funcional si las cmm y las citocinas derivadas 
de cu se formulan de forma efectiva; esto es, por medio de un cuidadoso 
procesamiento de componentes celulares y no celulares en un aloinjerto 
crioconservado para intervenciones terapéuticas; por ejemplo, inter-
venciones en zonas de lesión ósea donde el aloinjerto ejerce un efecto 
sobre el microambiente del tejido y activa sus células residentes que 
participarán en varias etapas de la regeneración ósea; esto principal-
mente ha sido empleado en la fusión espinal (en trastornos de disco 
degenerativos), en las uniones no óseas (en cirugía de pie y tobillo) y 
en osteoartritis.

Para concluir, se ha verificado que los componentes no celulares 
poseen potenciales terapéuticos, lo que transforma la idea de terapia 
celular en terapia basada en la secreción, pues las citocinas son las 
encargadas de estimular y movilizar las células residentes del tejido fa-
voreciendo el proceso de regeneración. Por tal razón, los exosomas o 
las microvesículas derivadas de cmm son centro de investigación para 
una futura terapia regenerativa sin células, pues se evitaría la transfor-
mación maligna y sería una alternativa más segura para el paciente.

Figura 14. Modelo que resume la acción molecular del producto derivado 

de la sangre del cordón umbilical en la regeneración ósea.  

Las citocinas inician las vías de señalización y activan las 

células madre del estroma y mesenquimales residentes 

para participar en la regeneración ósea.
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Medicina regenerativa en ingeniería de tejidos

La ingeniería de tejidos es una ciencia que emplea cm, andamios (bio-
materiales biocompatibles y biodegradables), factores de crecimiento 
específicos, citocinas y quimiocinas para mejorar, remplazar o regenerar 
tejidos y órganos (figura 15).

Figura 15. Materiales y procesos básicos necesarios para las tecnologías 

de ingeniería de tejidos. 

Ruta general para llevar a cabo tecnologías de ingeniería de tejidos.
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En la actualidad, los autoinjertos epidérmicos cultivados autólogos 
usados como sustitutos de piel, grupo heterogéneo de sustancias que 
ayudan en el cierre temporal o permanente de cualquier tipo de herida, 
han mostrado resultados insatisfactorios en cuanto a funcionalidad y 
estructura, debido a la contractura del injerto, cicatrices e infecciones. 
Por tal razón, los componentes dérmicos celulares derivados de cm 
representan una mejor opción debido a la presencia de fibroblastos 
que producen proteínas de la mec, como colágeno, elastina, laminina 
y fibronectina; estos proporcionan una estabilidad mecánica a la der-
mis y regulan la función de las células en la epidermis, queratinocitos 
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y melanocitos, generando las tres capas de la piel: epidermis, dermis e 
hipodermis. También se ha investigado el uso de biomateriales (como 
andamios, por ejemplo, la fibrina, colágeno tipo 1, tropoelastina y car-
boximetilcelulosa de sodio), que han evidenciado un mejor compor-
tamiento de los injertos en cuanto a vascularización y estratificación 
epidérmica.

El injerto de grasa autólogo se ha usado cada vez más en medici-
na regenerativa y estética. Para este propósito, el tejido adiposo que 
funciona como andamio se aspira de los depósitos de grasa subcutá-
neos del paciente, se purifica y luego se trasplanta al sitio deseado del 
cuerpo. Esto se ha aplicado a pacientes que sufren de asimetría facial, 
defectos radiados o heridas traumáticas; además, puede aplicarse en 
reconstrucción mamaria, cicatrización, enfermedad de Parry-Romberg, 
defecto del tejido blando glúteo, en el pectus excavatum, en secuela de 
infección por polio, dermatofibromatosis y en heridas isquémicas (pa-
cientes con isquemia crítica de extremidades y úlceras crónicas). En estos 
casos, hay aumento de angiogénesis y linfangiogénesis; y disminución 
de la fibrogénesis y respuestas inflamatorias.

A nivel preclínico, se ha demostrado la efectividad de las cmm en 
regeneración de lesiones de piel (inyectadas en la zona de lesión y alre-
dedor), al promover la reparación, la regeneración de las quemaduras 
térmicas y la exposición a la radiación. Esto se ha evidenciado en el 
cierre de la herida, la disminución de la posibilidad de infección, la ge-
neración e incremento de vasculogénesis, el aumento de elasticidad y la 
reducción de la formación de cicatrices en un período corto de tiempo.

Varios estudios han desarrollado sustitutos de piel a partir de cmm 
autólogas productoras de colágeno con el fin de remplazar las dos capas 
superiores de la piel (la epidermis y la dermis). Al ser un tratamiento 
de tipo autólogo, se evita el uso de sustitutos extraños, disminuye la 
probabilidad de infección, evita la utilización de inmunosupresores y 
disminuye el número de cirugías.

Otros científicos emplean el dispositivo de aerosol ReCell Spray 
para la piel, con el cual se distribuyen sobre las heridas cm sanas, autó
logas, con capacidad de proliferación y suspendidas en una solución 
fisiológica, después de la eliminación de las células muertas. 
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En todos estos métodos, se debe tener en cuenta la formación de 
capas celulares de la piel, desarrolladas a partir de cm de un paciente 
con el fin de cultivar nuevos tejidos (figura 16).

Respecto a la regeneración de otros tejidos, se ha visto que las cmm 
y las cma pueden generar células de vástago y cono de la retina, pro-
porcionando una mejora esencial en la restauración de la visión. Efectos 
similares se han observado en el oído, donde el trasplante de cm de-
muestra una regeneración parcial de las células ciliadas de la cóclea las 
cuales carecen de capacidad regenerativa. Hasta el momento, no se ha 
restablecido la audición total, ya que no se ha logrado la integración 
de las células ciliadas en la red de innervación que permite la restau-
ración viable de la función auditiva. También se han podido construir 
testículos intactos usando cm autólogas; estos testículos son capaces 
de producir espermatozoides. Además, la ingeniería tisular ofrece la 
posibilidad de reconstruir órganos genitourinarios.

Figura 16. Formación de capas de la piel. 

Representación esquemática de la formación de tejido mediante 

la estratificación de las células en un andamio tridimensional 

para imitar la disposición natural de las capas de la piel.

Tomada y modificada de Ude, 2018.
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Aplicaciones de células madre en clínica

Las cm se constituyen en vehículos terapéuticos de genes en el caso de 
enfermedades monogénicas y alivian los trastornos inmunitarios debi-
do a su capacidad para inmunorregular las respuestas inmunológicas.

Células madre en enfermedades autoinmunes

La artritis reumatoide y la artritis idiopática juvenil son condiciones 
caracterizadas por abundante secreción de citocinas inflamatorias y 
autoanticuerpos, debido a una alteración en la tolerancia y la respuesta 
inmune frente a antígenos de tejidos propios; en estas dos condiciones, 
los tratamientos convencionales se basan en fármacos que solo modi-
fican la enfermedad. La terapia consiste en administrar cm derivadas 
de mo junto con medicamentos antivirales e inmunoglobulina, para 
evitar infecciones frecuentes hasta que el sistema inmunitario vuelva 
a su capacidad máxima; la terapia ha mostrado respuesta positiva sig-
nificativa. En otras investigaciones en las que las cmm fueron inyecta-
das, se observó expansión de células Th1/Th17 específicas del antígeno 
junto con una disminución en la secreción de quimiocinas inflamato-
rias y citocinas. Se destacó el incremento de secreción de IL-10, que es 
un interleucina antiinflamatoria relevante en la activación de linfoci-
tos T reguladores (Treg) que controlan las células T autorreactivas y 
mejora la tolerancia periférica in vivo. Sin embargo, en algunos casos 
se observó que la administración de cmm solo fue efectiva al inicio de 
la enfermedad, debido a que perdieron propiedades inmunorregula-
doras al ser expuestas a microambientes inflamatorios. 

En el caso del lupus eritematoso sistémico (les) —condición auto
inmune caracterizada por una inflamación multisistémica producida 
muchas veces por la liberación de complejos inmunes con células CD34+ 

que sufren apoptosis—, el tratamiento por lo general está basado en 
fármacos antiinflamatorios no esteroides, antimaláricos, corticosteroi-
des y factores citotóxicos; estos tratamientos producen efectos secunda
rios graves, además de frecuentes recaídas. El trasplante autólogo de 
cmh disminuye el número de células CD34+. El trasplante alogénico 
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de cmh es recomendable en pacientes que padecen les persistente que 
afecta los órganos a pesar del tratamiento farmacológico estándar.

Por otra parte, el trasplante autólogo de cmh en esclerosis sisté-
mica (ssc) prolonga la esperanza de vida de los pacientes al mejorar 
la flexibilidad de la piel y detener la afectación pulmonar. La terapia 
convencional consiste en administrar la combinación de angiotensina y 
ciclofosfamida para minimizar los efectos producidos por la activación 
de las células T, que conduce a la generación de autoanticuerpos, la libe-
ración de citocinas y la excesiva producción y deposición de colágeno.

Otra enfermedad autoinmune es la esclerosis múltiple (em), ca-
racterizada por la activación de los linfocitos T contra los componen-
tes estructurales de la mielina, lo que conduce a la degeneración de 
los axones neuronales y se produce así una reacción inflamatoria que 
promueve la fisiopatología de la em. Existen dos tipos de em: la pro-
gresiva primaria, que es resistente al tratamiento farmacológico y es 
de difícil recuperación; y la em progresiva secundaria, que presenta 
episodios de mejoría, pero también recaídas. El trasplante autólogo 
de cmh retrasa el progreso de la em en pacientes que han mostrado 
falla terapéutica; se sugiere que las cmh se diferencian y remplazan 
las neuronas dañadas.

Con respecto a las citopenias autoinmunes, se destaca la púrpura 
trombocitopenia inmune (pti), patología que se caracteriza por la dis-
minución crónica del nivel de plaquetas en sangre ocasionada por los 
autoanticuerpos. El tratamiento común se basa en la administración e 
fármacos inmunosupresores, que pueden generar mielosupresión como 
efecto secundario. El trasplante de cmh restaura los parámetros hema-
tológicos y disminuye el número de células autoinmunes, que eviden-
cian que las cmh aceleran el equilibrio hematológico en comparación 
con las terapias convencionales.

Otra enfermedad autoinmune es la diabetes mellitus (dm) tipo 1, 
causada por células del sistema inmunitario que atacan las células ß 
pancreáticas, secretoras de insulina, lo que provoca un aumento de 
glucosa en sangre. Se sugiere que el trasplante de cm puede regenerar 
los islotes pancreáticos, y así normalizar la secreción de insulina y re-
gular los efectos inmunomoduladores. También se ha documentado 
que el trasplante autólogo de cmh en pacientes con dm tipo 1 mejora 
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la funcionalidad de las células ß pancreáticas para mantener una glice
mia normal; además, se han evidenciado mejoras en los resultados com-
binando el trasplante de cm con fármacos, debido a que se logra la 
independencia de la insulina exógena. Pacientes tratados con trasplante 
de cmm derivadas de tejido adiposo han mostrado una reducción en el 
requerimiento de insulina, sin presentar efectos secundarios. 

Por último, en la enfermedad de Crohn (ec), los linfocitos T ayu-
dadores tipo 1 pierden tolerancia inmunológica afectando el tejido 
gastrointestinal. La terapia de cm es segura y ha mostrado una alta 
eficiencia; junto con la terapia farmacológica, reduce el dolor abdo-
minal y disminuye los síntomas. Para el tratamiento con cm, se suelen 
utilizar cmm y cmh.

Células madre en tratamiento de cáncer

En la actualidad, los tratamientos para cáncer no representan una so-
lución definitiva, debido a la frecuencia de pacientes que experimentan 
recaídas y metástasis. Las cm se han constituido en un vehículo de te-
rapias antitumorales o antiangiogénicas. Un problema importante en 
el uso de terapia de cm en cáncer es que si no existe un control y un 
equilibrio adecuados en el tratamiento, es posible promover el creci-
miento tumoral.

Para el cáncer de mama se ha ensayado el trasplante alogénico 
de cmh, debido a la inefectividad e inespecificidad que exhiben la te-
rapia hormonal, la quimioterapia y la radioterapia. El trasplante ha 
mostrado eficiencia en metástasis, ya que logra disminuir la incidencia 
de recaídas y tiene un efecto citorreductor.

En el caso del cáncer de próstata, las células madre cancerosas 
(cmc) han facilitado el estudio de la quimiorresistencia, ya que permi-
ten ser objetivos para nuevas intervenciones terapéuticas; esto se debe 
a que exhiben capacidades de autorrenovación, de propagación de 
tumores y de falta de (o deficiente) expresión del receptor de andró-
genos, que son características de células preexistentes resistentes a la 
terapia de privación de andrógenos, que dan lugar al cáncer de próstata 
resistente a la castración.
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En pacientes con cáncer colorrectal que recibieron un trasplante 
alogénico de cm de intensidad reducida (rist), un estudio evidenció 
aumento en la respuesta tumoral y disminución de lesiones metastá-
sicas macroscópicas, lo que sugiere que el trasplante alogénico de cm 
logra promover la generación de linfocitos T antineoplásicos.

Otra investigación con resultados alentadores se da en el cáncer de 
células renales. En formas metastásicas es recomendable el trasplante 
alogénico de cmh junto con la infusión de linfocitos inmunosupresores, 
pues suprime los efectos del injerto contra el tumor, disminuyendo así 
la metástasis y extendiendo la duración de la supervivencia; resulta-
dos similares se han obtenido con los aloinjertos, que se han asociado 
con el nivel de proteína C reactiva, el estado de rendimiento y el nivel 
de lactato deshidrogenasa.

El cáncer de pulmón también ha sido fuente de interés; se ha uti-
lizado el trasplante alogénico de cm, que mejora la tasa de supervi-
vencia y evita la recaída. El trasplante autólogo de cmh suministrado 
junto con la quimioterapia resulta útil en el tratamiento del carcino-
ma de pulmón de células pequeñas; se ha podido evidenciar la re-
ducción de efectos secundarios de la quimioterapia, específicamente la 
mieloablación. Esto sugiere que las cmh ejercen efectos terapéuticos 
sobre el tumor, desencadenan la supresión de los efectos del injerto 
contra el tumor y aumentan la supervivencia.

Por último, en la leucemia y en el linfoma, dos tipos de cáncer de 
la sangre generados por la proliferación descontrolada de leucocitos, 
se han hecho tratamientos clínicos con cmh provenientes de un do-
nante compatible y con antígenos de leucocitos humanos similares en 
la superficie celular. El rist también se ha utilizado como tratamiento 
para lograr la recuperación completa de pacientes con leucemia, en 
especial si se utiliza un donante compatible con el antígeno leucocita-
rio humano. Es importante aclarar que existe un obstáculo frente a los 
trasplantes alogénicos de cmh y es la enfermedad de injerto contra 
huésped (gvhd); sin embargo, se han realizado varios esfuerzos para 
reducir la frecuencia de gvhd y así disminuir la tasa de mortalidad 
en forma significativa.
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Células madre en enfermedades neurodegenerativas

Las cm también se han utilizado en el tratamiento de varios trastor-
nos neurológicos, como esclerosis lateral amiotrófica, enfermedad de 
Parkinson (ep), lesiones de la médula espinal, enfermedad de Huntington, 
accidentes cerebrovasculares, distrofia muscular de Duchenne, insufi-
ciencia cardíaca, enfermedades de la superficie ocular, reparación de 
cartílago y enfermedad hepática. Por otro lado, el cerebro es el órgano 
más desafiante que puede utilizar terapias basadas en cm, debido a su 
alta complejidad funcional y estructural; por tal razón, muchos tras-
tornos neurológicos degenerativos, como la enfermedad de Alzheimer, 
implican más de un tipo de célula.

En lesiones de la médula espinal, la implantación de cmm evi-
denció la transformación de macrófagos tipo 1 (M1) a tipo 2 (M2) y 
efectos antiinflamatorios que conllevaron una remodelación del tejido 
y disminución del tejido cicatricial. No se observaron eventos adversos 
de importancia, solo fiebre leve y dolor muscular; además, se observó 
una restauración de las funciones motoras en pocos meses.

También se ha investigado el uso de células madre en la escle-
rosis lateral amiotrófica (ela), una enfermedad neurodegenerativa 
que afecta las neuronas motoras alterando la funcionalidad muscular. 
En investigaciones realizadas, se inyectaron cmm aisladas de mo de 
forma autóloga en la médula espinal de los pacientes con ela; los se-
guimientos durante 3 y 6 meses no reportaron cambios estructurales 
en la médula espinal ni proliferación de células anormales; pero si se 
presentaron eventos adversos leves, como irradiación del dolor inter-
costal y disestesia sensorial de la pierna, síntomas que desaparecieron 
a las pocas semanas; además, hubo mejora del fenotipo patológico y 
un incremento del número de conexiones neuromusculares.

Otra condición investigada ha sido la enfermedad de Parkinson 
(ep), cuya característica predominante es la pérdida sucesiva de neuro-
nas dopaminérgicas. Gracias a la secreción de factores tróficos —como 
el factor de crecimiento endotelial vascular (vegf), el FGF-2, el egf, 
la neurotrofina-3 (NT-3) y el bdnf— se ha demostrado que el trasplante 
de las cmm ejerce efectos neuroprotectores sin diferenciarse a neuroci-
tos. Hoy en día se realizan nuevas estrategias, como las modificaciones 
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genéticas de las cmm, que inducen la secreción de factores específicos o 
aumentan la diferenciación de las células de dopamina (da). La admi
nistración de cmm se realizó por vía nasal, en pacientes que padecen 
ep; cuatro meses después de la administración, se encontraron cmm 
en diferentes regiones del cerebro —como el hipocampo, el cerebro, 
el tronco cerebral, el lóbulo olfativo y la corteza—, lo que sugiere que 
las cmm podrían sobrevivir y proliferar in vivo con éxito.

Por último se encuentra la enfermedad de Alzheimer (ea), una 
condición neurodegenerativa en la que la demencia, la pérdida de me-
moria y la discapacidad intelectual se constituyen en los síntomas más 
comunes. En la ea, los tratamientos con cmm modifican el entorno in-
flamatorio activando la microglia y conduciendo al incremento de la 
expresión de las enzimas de degradación del péptido ß-amiloide; ade-
más, reducen la secreción de citocinas proinflamatorias y activan los 
linfocitos T reguladores (Treg). En otros estudios, tanto in vivo como 
in vitro, se ha evidenciado una mejora en la vía de autofagia celular, 
lo que conduce a la eliminación de la placa amiloide y al aumento de 
la capacidad de supervivencia neuronal.

Aplicaciones de las células madre en investigación
Los estudios con células madre han permitido investigar sobre usos te-
rapéuticos de diferentes compuestos y también identificar métodos de 
diferenciación de células; como por ejemplo, inducir la formación 
de condrocitos. En investigación aplicada, se han utilizado mode-
los biológicos para observar los efectos y mecanismos de acción de 
cm trasplantadas. Un ejemplo es el trasplante de cm derivadas de mo, 
que permite la regeneración de cardiomiocitos en corazones lesiona-
dos de ratones mejorando su función cardíaca, y permitiendo inferir 
reparación del miocardio y secreción de factores que promueven la 
proliferación de las células del tejido. Caso similar se observó en el 
trasplante de cm aisladas de la membrana sinovial en ratones muta-
dos con distrofia muscular de Duchenne, donde se evidenció el poten-
cial miogénico, con la mejoría de la función y estructura del músculo. 
Hoy en día se realizan ensayos clínicos fase iii con cma en enferme-
dades cardiovasculares; se ha evidenciado que no todos los casos son 
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totalmente efectivos y que hay una posibilidad de inducción de tumo-
res, dependiendo del número de células aplicadas.

Investigación como modelo cardiovascular

Como modelo para estudiar enfermedades cardiovasculares se han 
tomado los cardiomiocitos derivados de animales y CMPi humanas. 
Las CMPi reflejan un genotipo único, ya que son derivadas de células 
somáticas de un paciente, son de origen humano, son pluripotentes y 
pueden aplicarse de forma autóloga en usos clínicos. Debido a sus ca-
racterísticas, han permitido la comprensión de cardiomiopatías, tras-
tornos del ritmo, trastornos valvulares y vasculares, y de los factores de 
riesgo metabólicos de la cardiopatía isquémica, por medio del mode-
lado de enfermedades a través de la reprogramación celular y edición 
genética. Varias patologías humanas —como el síndrome de qt largo 
(lqts), el síndrome de Brugada, el síndrome de Timothy (también lla-
mado LQT-8) y la taquicardia ventricular polimórfica catecolaminérgi-
ca (cpvt)— se han modelado con CMPi, imitando fenotipos cardíacos 
observados en pacientes. Sin embargo, un obstáculo es que, al ser un 
tipo de cm, las CMPi presentan inmadurez, por lo cual no se reflejan 
la fisiología y la fisiopatología real. Por ejemplo, muestran un tamaño 
relativamente pequeño, excitabilidad eléctrica reducida, mecanismos 
de acoplamiento de excitación-contracción ineficientes y una respuesta 
adrenérgica incompleta.

Por su parte, los cardiomiocitos derivados de animales han resul-
tado de gran utilidad. Hay que tener en cuenta que las características 
funcionales y moleculares varían de humanos a animales, como por 
ejemplo las corrientes de iones cardíacos y el metabolismo energético; 
esto hace que no exista un modelo exacto que permita ver la acción 
de los cardiomiocitos humanos frente a enfermedades y situaciones de 
estrés, lo que se constituye en obstáculo para la transpolación clínica 
de los hallazgos basados en dichos modelos.

Los cardiomiocitos derivados de las CMPi de pacientes enfermos 
han demostrado éxito por reflejar el estado fisiopatológico, pero po-
seen ciertas limitaciones respecto a los métodos de aislamiento debido 
a la vulnerabilidad enzimática y la susceptibilidad a la hipoxia, lo que 
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causa cambios en la estructura y remodelación celular, con el consi-
guiente deterioro fisiológico.

Investigación en modelado de órganos

Para comprender de una manera precisa y real la fisiología y la fisio-
patología de los órganos y tejidos, los investigadores han desarrolla-
do en los últimos tiempos cultivos 3D (modelos organoides) con cm 
(CMPi o cme) imitando el cerebro, la retina, el estómago, intestino 
delgado, pulmón, tiroides, hígado, páncreas y riñón. Los organoides se 
componen de distintos tipos de células y se autoorganizan de manera 
similar a un órgano in vivo, permitiendo el estudio de enfermedades 
infecciosas, trastornos hereditarios, toxicofarmacología, tumorogénesis 
y trasplante de órganos. A pesar de su gran utilidad, muestran limita-
ciones; como no poseer inervación, vascularización y sistema inmuno-
lógico, por lo que una patología no se reproduciría de forma completa. 
Sin embargo, permiten un avance en cuanto a entorno biomimético en 
comparación con los cultivos de cm convencionales y modelos anima-
les debido a que carecen de interferencias, como las diferencias entre 
especies y la heterogeneidad humana.

Investigación en CMPi

Las CMPi poseen un alto potencial de diferenciación y proliferación; 
son seguras a nivel inmunológico y tumorigénico en el trasplante 
autólogo y alogénico, y su diferenciación es controlada y escalable. 
Se pueden convertir en cmm inducidas, que mejoran la regeneración 
de tejidos como vasos sanguíneos, hígado, corazón, condrocitos, mús-
culo esquelético y piel.

Las CMPi se han logrado aislar de células de piel y se han induci-
do mediante ft para trasplantarlas de forma autóloga en el ojo con el 
fin de restaurar parcialmente la visión perdida (figura 17). Además, se 
ha demostrado la posibilidad de un trasplante alogénico sin eventos 
adversos y con resultado positivos; por último, se ha logrado la pro-
ducción de un diente funcional y completo a partir de CMPi derivadas 
de riñón de un modelo murino.
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Figura 17. Generación de CMPi. 

Diagrama esquemático de la creación de CMPi a partir de células de la piel. 
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Tomada y modificada de Ude, 2018.

Las CMPi han sido centro de investigación para el estudio de exosomas 
secretados (vesículas extracelulares) que se constituyen en nanopartícu-
las envueltas por una bicapa lipídica que son liberadas como respuesta 
al microentorno. Estas vesículas envían sus señales a la célula objetivo 
produciendo cambios fisiológicos en esta, por medio de ácidos nuclei-
cos, lípidos, mitocondrias y proteínas. Los exosomas son recolectados 
de los sobrenadantes del cultivo de CMPi mediante ultracentrifuga-
ción. Investigaciones revelan que, en piel, aumentan el crecimiento y 
la proliferación de queratinocitos y fibroblastos, reduciendo el área 
de lesión. Además, estimulan la secreción de fibronectina y colágeno 
por parte de queratinocitos y fibroblastos, y el aumento de la expre-
sión de genes relacionados con la cicatrización de heridas de la piel, 
como el colágeno tipo 1, la elastina y la metaloproteinasa 1 de matriz 
(MMP1). Por su parte, el secretoma de cm contiene varias biomolécu-
las que contribuyen a la reparación del tejido.
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Por último, al tener la posibilidad de ser diferenciadas en distintos 
linajes celulares, las CMPi permiten la comprensión a profundidad del 
proceso de diferenciación de los progenitores y la patogénesis de múl-
tiples enfermedades, como por ejemplo, la enfermedad de Huntington; 
de enfermedades óseas y del cartílago, como la fibrodisplasia osifican-
te progresiva y la acondroplasia, utilizando las CMPi derivadas de la 
enfermedad.

Investigación en el desarrollo de fármacos

En la investigación sobre toxicidad en el desarrollo de fármacos, 
las CMPi permiten realizar pruebas clínicas y predecir con más preci-
sión reacciones adversas; esto, gracias a que reflejan gran variedad de 
orígenes genéticos y requieren pequeñas cantidades de muestra, como 
ocurre con los cardiomiocitos derivados de CMPi que, bajo condicio-
nes de cultivo celular, sobreviven durante períodos prolongados.

Por su parte, las células madre cancerosas (cmc) contribuyen a una 
mejor comprensión de la recurrencia del tumor y de la resistencia a las 
terapias convencionales contra el cáncer, permitiendo ensayar nuevos 
fármacos y descubrir así nuevos blancos terapéuticos. Es importante 
buscar una mayor identificación de cmc para diversos enfoques terapéu-
ticos en el futuro; un ejemplo es la terapia de diferenciación. También 
es importante resaltar que se requiere una interpretación profunda de 
la relación entre cmc y el microambiente tumoral, con el fin de esta-
blecer objetivos terapéuticos apropiados que alteren el microentorno y, 
en consecuencia, el tumor, en busca de una terapia exitosa (figura 18).

Investigación en producción de biosensores

Las cm permiten la producción de biosensores basados en tejidos y 
biosensores de base biológica, que tienen la capacidad de detectar ries-
gos químicos o biológicos que puedan llegar a causar consecuencias 
agudas o crónicas, irritaciones, incapacidad o muerte (enfermedades 
genéticas o cáncer).
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Figura 18. Posibles estrategias terapéuticas para la eliminación de cmc.  

(1) Dirigirse a biomarcadores de proteínas de superficie como CD133 

con el objetivo de desarrollar terapias específicas para cmc. (2) Inhibir 

el papel de los transportadores de flujo de salida para reducir la resistencia 

a los medicamentos contra el cáncer. (3) Reprogramar las cmc a un 

estado normal alterando su metabolismo e induciéndolas a diferenciarse. 

(4) Inhibir las vías esenciales para la proliferación de cmc, como la vía de 

señalización Wnt/ß-catenina. (5) Afectar el nicho vascular para alterar los 

mecanismos microambientales que regulan el mantenimiento y la función 

de la célula madre germinal (cmg).
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Tomada y modificada de Hawsawi, 2018.

Los biosensores se pueden clasificar en dos grupos: 1) los que tienen ele-
mentos detectores derivados de células animales superiores y 2) aquellos 
con elementos detectores derivados de organismos simples (bacterias 
y levaduras). Los sensores de base biológica utilizan componentes 
biológicos como elementos de detección, que son compatibles con la 
transducción química, eléctrica u óptica. Sus elementos detectores in-
cluyen tejidos cerebrales de mamíferos, cultivos de células neuronales 
y gliales, cultivos de médula espinal, cultivos de cardiomiocitos y cul-
tivos de hepatocitos.
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Otras investigaciones

En la actualidad, hay información de que existen investigaciones para 
generar sangre sintética, producida a través de un proceso llamado 
blood pharming, un método para producir glóbulos rojos genética-
mente modificados a gran escala a partir de cm de cordón umbilical, 
y empleando un equipo que imita la función y estructura tridimen-
sional de la mo. También se ha informado acerca de la producción en 
masa de plaquetas a partir de CMPi.

Por otra parte, está la iniciativa de encapsular células madre en 
un gel de alginato hecho de algas que les ofrece protección contra el 
medio ambiente. Se encontró que de esta forma las cm podían ser via-
bles hasta por tres días. Este nuevo invento resultaría de vital impor-
tancia para los militares, para el tratamiento rápido y la curación de 
lesiones, quemaduras y laceraciones sufridas.

Por último, las células endoteliales (ce) resultan de utilidad en el 
modelado de enfermedades, la detección de fármacos, terapia celular 
e ingeniería de tejidos. Estas células se pueden obtener por medio de 
CMPi, las cuales tienen una capacidad de proliferación ilimitada y 
pueden diferenciarse a través de un cuerpo embrionario. Las ce deri-
vadas de CMPi pueden proporcionar fuentes de células ilimitadas para 
las aplicaciones requeridas.

Biorreactores en la expansión de CMPi
La diversidad de fuentes de cm y sus respectivas condiciones de cul-
tivo indican que no existe un sistema de biorreactor universal para 
todas las cm, por lo cual se deben diseñar biorreactores según los re-
querimientos, regulando con precisión el microambiente celular. Las 
principales diferencias en los diseños de biorreactores se pueden aso-
ciar con diversos temas: con la transferencia de masa, con los esfuer-
zos de cizallamiento o esfuerzo cortante (desarrollando formas para 
mejorar la transferencia de masa sin aumentar la velocidad de flujo o 
mediante los cuales se puede lograr la estimulación mecánica conser-
vando la estructura celular), con la capacidad de soportar estructuras 
de cultivo 3D (organoides) o, incluso, con el propósito final (investi-
gación frente a gran escala y aplicaciones clínicas). La variabilidad 
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en los resultados y la falta de estandarización representan en la actua-
lidad un reto para la investigación.

En última instancia, el bioprocesamiento de cm requerirá el di-
seño e integración de diferentes procesos (expansión, diferenciación y 
crioconservación de cm) y de sistemas que serían específicos de la apli-
cación; esto con el fin de lograr un producto clínicamente relevante a 
través de un bioproceso regulado y controlado, que sea reproducible, 
estandarizado, automatizable (cuando sea necesario), integrado y cer-
tificado. En consecuencia, el diseño de dichos sistemas específicos de 
la aplicación o la ampliación de un sistema para producir el número 
de células necesario requieren un conocimiento de las características de 
impulso y transporte masivo del sistema en diversas condiciones ope-
rativas, lo que también será de utilidad para la posterior operación 
exitosa del sistema.

Los parámetros fisicoquímicos de cultivo incluyen: pH, oxígeno 
disuelto, y tensiones y temperatura del dióxido de carbono. Las con-
centraciones de nutrientes y metabolitos determinan el crecimiento ce-
lular, la diferenciación y la muerte en un cultivo; por lo tanto, deben 
controlarse con detenimiento en un bioproceso. Las interacciones entre 
la expresión de los genes que codifican para los factores de crecimiento 
con otros parámetros del proceso, en muchos casos, no se entienden en 
su totalidad. Por lo tanto, es crucial cuantificar y calificar estos efectos 
y sus interacciones entre sí para adaptar el proceso de cultivo a la pro-
ducción óptima de una población de tipo celular específico.

Los principales desafíos de uso de biorreactores para este fin in-
cluyen: selección de la fuente celular (alogénica versus autóloga); 
producción de gran número de células (cantidad); control de células; 
diferenciación para generar solo las poblaciones celulares requeri-
das (pureza) y asegurar el fenotipo deseado; potencia y función (ca-
lidad); y una formulación eficiente, para almacenamiento, entrega y 
administración.

El destino de las cm es altamente dependiente de las señales que 
se encuentran en el ambiente extracelular. Estas señales operan en di-
ferentes escalas temporales y espaciales, impulsan destinos celulares 
específicos y, en última instancia, promueven y controlan la autorre-
novación celular, la diferenciación y la apoptosis. Se sugieren como 
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las señales más relevantes que rigen el destino de las cm: la mec, los 
factores solubles, las interacciones célula-célula, las fuerzas físicas y 
los factores fisicoquímicos (figura 19).

Figura 19. Factores ambientales y parámetros de bioprocesamiento 

que impactan en las decisiones de destino de las cm 

(inactividad, autorrenovación, diferenciación y apoptosis)
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Un ejemplo sencillo del uso de biorreactores en la expansión de CMPi es 
el diseño de un método que emplea un hidrogel termorreversible en 3D 
como andamio, el cual cuenta con varias ventajas, como proteger las 
células del estrés hidrodinámico en el recipiente de cultivo evitando 
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que las células se aglomeren en exceso. Esto conlleva una alta efi-
ciencia del cultivo en cuanto a viabilidad celular, tasa de crecimiento, 
rendimiento y pureza. El método se describe de la siguiente manera: 
las CMPi individuales se suspenden en un 10 % de una solución líqui-
da de polímero PNIPAAm-PEG a baja temperatura (4 °C). Luego se 
realiza la solidificación elevando la temperatura a 20 °C-37 °C durante 
cinco minutos; y la solución de polímero forma una matriz de hidro-
gel elástica que encapsula las CMPi. Después de 4-5 días de cultivo, 
las CMPi se expanden clonalmente en agregados de células esféricas 
(esferoides) con un tamaño muy uniforme. El hidrogel pasa a estado 
líquido a baja temperatura (4 °C) con el fin de recolectar las CMPi y 
emplearlas en una siguiente expansión; cuando se obtenga la cantidad 
requerida de CMPi, se pueden diferenciar en células endoteliales (ce) 
o en la célula deseada (figura 20).

Figura 20. Ilustración del bioprocesamiento.  

Descripción esquemática del uso de CMPi en la producción de ce 

usando un hidrogel termosensible: (i) Cuando se alcanza el número 

de CMPi objetivo. (ii) Las CMPi se diferencian en ce en el hidrogel.
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Tomada y modificada de Lin, 2018.
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Para diferenciarlas a células endoteliales (ce), una vez expandi-
das se cambia el medio de expansión por el de diferenciación. Las 
CMPi individuales (~4x106 células) se mezclan con 4 ml de solución 
de PNIPAAm-PEG al 10 % a 4 °C y se inyectan en medio E8 a tempe-
ratura ambiente, al interior de un biorreactor cerrado, estéril e incu-
bado a 37 °C y 5 % de CO2. Se forman hidrogeles fibrosos en forma 
instantánea, con CMPi individuales distribuidas de modo uniforme 
en los hidrogeles. Las células se cultivan en medio E8 durante 5 días, 
seguidos de otros 5 días adicionales en medio de diferenciación de ce. 
El medio se almacena en una bolsa permeable a los gases y se perfunde 
continuamente en el biorreactor. En el día 10, los andamios de hidrogel 
se licuan y los esferoides celulares se sedimentan mediante centrifuga-
ción a 100 revoluciones durante 5 minutos. Los esferoides se disocian 
en células individuales mediante el tratamiento con Accutase (solución 
de desprendimiento de células de enzimas proteolíticas y colagenolíti-
cas para el desprendimiento de rutina de las células) a 37 °C durante 
10 min. Se producen cerca de 8x107 ce. Se debe determinar la viabili-
dad por medio de tinción de células vivas/muertas. Además, se realiza 
una inmunotinción con el fin de determinar los marcadores específicos 
de ce: PECAM-1 y VE-cadherina; no se deben detectar marcadores 
Oct3/4 y Nanog que corresponden a CMPi no diferenciadas (figura 21).

Las ce derivadas de CMPi en cultivos 3D poseen características 
como la capacidad para captar lípidos y formar redes vasculares (an-
giogénesis); y en cocultivo con células musculares lisas vasculares, 
tienen la capacidad de organizarse en estructuras altamente definidas. 
También expresan algunos genes específicos de ce, incluidos los mar-
cadores de superficie (CD31, CD144, VWF y CD34), factores de creci
miento (VEGF-A, VEGF-B y VEGF-C) y mec.

Las ce también se pueden cultivar en 2D, en donde se ha repor-
tado que la mayoría de los genes expresados están relacionados con 
los procesos del ciclo celular mitótico y el desmontaje de mec. Los 
análisis diferenciales de la expresión génica identificaron 919 genes 
regulados al alza en ce cultivadas en 3D y 718 genes regulados al alza 
en ce cultivadas en 2D. Los genes enriquecidos en ce cultivadas 3D 
se encuentran relacionados con la vasculatura, el ensamblaje de mec, 
la adhesión celular, la glucólisis y la señalización de efrina y Notch. 
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Se concluyó que el tipo de cultivo influyó en la expresión génica y en 
el fenotipo de las células; las ce cultivadas en 2D adoptaron un feno-
tipo proliferativo, mientras que el entorno 3D promovió la morfogé-
nesis vascular (tabla 8).

Figura 21. Un prototipo de biorreactor.  

El biorreactor consta de una bomba para perfusión del medio, una bolsa 

de plástico permeable al oxígeno para el medio de almacenamiento 

y un recipiente cerrado (por ejemplo, un tubo cónico de 50 ml), donde 

se suspenden las fibras de hidrogel con células. El día 0 se mezclan CMPi 

individuales con solución PNIPAAm-PEG al 10 % a 4° C y se inyectan 

en el medio E8 a temperatura ambiente en el recipiente. Los hidrogeles 

fibrosos se forman de inmediato. Las células se cultivan en el medio E8 

durante 5 días, seguidos de otros 5 días en medio de diferenciación 

para ce. El medio es perfundido en forma continua. El día 10, el andamio 

de hidrogel se licua, y los esferoides se sedimentan por centrifugación. 
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Tabla 8. Cuadro comparativo de la expresión génica de ce.  

Vías de señalización y expresión de genes en ce 

cultivadas en configuraciones 2D y 3D.

Genes ce cultivadas en 2D Genes ce cultivadas en 3D

Colágeno

Laminina

Integrina

Componentes de mec

Proteasas

Genes para el ciclo celular y la 
proliferación (CXCL1, CCL7, CXCL10, 
TGFA, CTGF, CXCL2, CXCL6, HGF, 
CXCL11, CCL2, TIMP2, IL-8 y BMP6).

 

Colágeno 

Laminina 

Integrina 

Componentes de mec

Proteasas 

Genes involucrados en los procesos de 
glucólisis, desarrollo de la vasculatura, 
angiogénesis, señalización de hipoxia, 
efrina, señalización Notch

Señalización Wnt (MMP9, IGF1, 
TNFRSF10C, VEGF-A, CCL5, IGFBP1, 
IGFBP2, IL6, CXCL16, ANGPT1, 
FGF10, ANGPT2, IL-1B, VEGF-B 
y ANG)
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a partir de células madre y bioprocesos

Ruth Mélida Sánchez Mora

Los métodos de cultivo de células madre hoy en día presentan 
desventajas por falta de monitoreo, por las limitaciones en la ex-

pansión debidas a la superficie limitada y a su incapacidad para sopor-
tar configuraciones complejas de crecimiento celular, lo cual los hace 
inadecuados para biofabricación y aplicaciones clínicas. Por estas ra-
zones, el uso de biorreactores en la producción de compuestos a par-
tir de cm es esencial para satisfacer las necesidades de producción a 
gran escala; de esta manera se generan compuestos homogéneos idea-
les para aplicación en diferentes ámbitos (en especial, en el clínico-
terapéutico). Además, los biorreactores ofrecen mayor seguridad, al 
permitir establecer estrategias efectivas de control de calidad de varia
bles clave durante el proceso como, por ejemplo, el entorno fisicoquí
mico, los nutrientes, los metabolitos y los factores de crecimiento, 
que determinan la supervivencia, el crecimiento, la diferenciación y 
la muerte celular. De igual manera, permiten la supervisión y análisis 
constante de eventos como la apoptosis, la división celular y el movi-
miento celular.

El procesamiento de cm en biorreactores también facilita el trans-
porte masivo, la alta densidad celular, el monitoreo, la retroalimenta-
ción y la especialización funcional específica del tejido, imitando así 
a los biorreactores finales, que son los tejidos y órganos dentro del 
cuerpo humano. Un ejemplo de la producción de compuestos para 
uso clínico-terapéutico a través de biorreactores —empleando como 
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recurso principal cm— es la producción de células ß pancreáticas para 
trasplantar a pacientes que padecen diabetes.

Producción de células ß pancreáticas
La capacidad de las cmm para modular y suprimir el sistema inmu-
nológico podría representar una ventaja para la aplicación conjunta 
con células ß y permitiría satisfacer las necesidades frente a limitacio-
nes como la apoptosis que sufren las células ß, la conexión interrum-
pida con mec, las condiciones en el sitio de trasplante (hipoxia o falta 
de vascularización), la enfermedad de injerto contra huésped (gvhd) 
y el crecimiento excesivo fibrótico debido a la respuesta inflamatoria 
del huésped.

En el proceso del cocultivo, las cmm se encargan de inmunomo-
dular a través de la expresión génica de citocinas como el factor de 
necrosis tumoral α (TNF-α), la estaniocalcina-1 (STC-1), el factor de 
crecimiento endotelial vascular (vegf), el factor inducible por hipoxia 
1-α (HIF-1-α), los factores de crecimiento de fibroblastos (fgf), el fac-
tor de crecimiento transformante ß (TGF-ß), anexina A1 (ANXA1) y 
las moléculas de señalización; además, las cmm se encargan de la co-
municación con células lesionadas. Este conjunto de acciones fortalece 
las células ß y conducen a su viabilidad, supervivencia y mejor función 
en el sitio de trasplante (figura 22).

De las cmm también se destaca su disminución de la regulación de 
citocinas proinflamatorias (como KC/GRO, el interferón-γ (IFN-γ) y las 
interleucinas IL-1 ß, IL-10, IL-6, IL-8, IL-13 e IL-12p70), amortiguando 
así las respuestas inmunes tempranas. Las citocinas por lo general se 
pueden analizar a partir de cultivos, después de 48 horas de su inicio. 

Antes del cultivo 3D de cm en biorreactores, es indispensable crear 
un microambiente celular 3D para cmm y células ß. 

Existen diversas formas de cultivo que se pueden aplicar de 
manera satisfactoria.
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Figura 22. Efecto terapéutico de las cmm en el cocultivo con células ß. 

Se muestra el efecto terapéutico de las cmm en el contexto del injerto 

de células ß. Las cmm modulan los sistemas inmunitarios del huésped, 

por ejemplo, secretando diversos factores tróficos. Por lo tanto, previenen 

el rechazo de los injertos de células ß alogénicas, mejoran la supervivencia 

del injerto promoviendo la neoangiogénesis en el sitio del trasplante, 

y previenen la apoptosis y la fibrosis. 

Supervivencia del 
trasplante/mejoramiento 

de células ß

Inmunomodulación/Inhibición 
del rechazo del trasplante

cmm

VEGF
IGF-1
PDGF

CCL2
FGF-2
IL-5

VEGF
HGF
IGF-1
FGF-2

GM-CSF
TGF-ß
estaniocalcina-1

HGF
FGF-2

PGE2
CCL2 Proliferación 

células ß

Proliferación 
células NK y 
citotoxicidad

Proliferación 
células T

Diferenciación 
de monocitos

Maduración 
de células 
dentríticas

TGF-ß
HGF

TGF-ß, HGF
PGE2, IDO

IL-10, H0-1
NO, 
HLA-G5

IL-6

PGE2
IDO
IL-6

Abreviaturas: vegf: factor de crecimiento endotelial vascular; IGF-1: factor de 
crecimiento insulínico tipo 1; pdgf: factor de crecimiento derivado de plaquetas; 
CCL2: proteína-1 quimioatrayente de monocitos 1; FGF-2: factor de crecimiento 
fibroblástico básico; IL-5/6/10: interleucinas 5, 6 y 10; hgf: factor de crecimiento 
de hepatocitos; gm-csf: factor estimulante de colonias de macrófagos y 
granulocitos; TGF-ß: factor de crecimiento transformante ß-relacionado; PGE2: 
prostaglandina E2; ido: indoleamina 2.3-dioxigenasa; HO-1: hemo-oxigenasa 1; 
no: monóxido de nitrógeno; HLA-G5: antígeno leucocitario humano G5.

Tomada y modificada de Petry, 2018.

Cultivo con agregación celular y formación de esferoides

Las células ß se originan a partir de los islotes de Langerhans en el 
páncreas. Gracias a las uniones y a las moléculas de adhesión —como 
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las cadherinas—, las células ß presentan una tendencia a la aglomera-
ción; por lo tanto, una de las configuraciones de cultivo más adecuada 
es la de esferoides, los cuales proporcionan rápida proliferación, alta 
viabilidad, destino celular estable y nutrientes suficientes a las célu-
las ß, contribuyendo así a su función en la homeostasis de la glucosa. 
Se debe tener en cuenta el tamaño de los esferoides, ya que cuando el 
tamaño es superior a los 200 μm de diámetro, no hay un suministro su-
ficiente de nutrientes y se alteran de forma negativa la vasculogénesis 
y la angiogénesis.

Por otro lado, las cmm presentan un comportamiento similar al 
de las células ß, al generar grupos de 500 a 10.000 células y crear su 
propio microentorno. La apoptosis en los esferoides de cmm depen-
de del tamaño del esferoide, del número de células y del tiempo de 
cultivo. Moléculas reguladoras de la apoptosis —como las caspasas, 
los Notch o la interleucina-1— se activan por la aglomeración e indu-
cen la producción de factores moduladores de la inflamación (la TSG-6, 
o proteína del gen 6 estimulada por tnf, y la STC-1) y otras moléculas 
terapéuticas. La integrina y la cadherina juegan un papel fundamen-
tal en la construcción de puentes entre células y la mec. Las cadheri-
nas varían según el origen de la cmm: en las cmm aisladas de cordón 
umbilical, la E-cadherina se expresa con mayor frecuencia; mientras 
que en las cmm derivadas de médula ósea, la N-cadherina y la cadhe-
rina-11 se expresan con mayor prevalencia. Es importante resaltar que 
los esferoides de cmm no son homogéneos, ya que son influenciados 
por diversos factores, como lo la conexión a la mec, lo que refleja los 
niveles de cadherina/integrina y la tensión cortical, dando como resul-
tado el desarrollo de células redondeadas con baja tensión intracelular 
dentro de los esferoides y la propagación de células con alta tensión 
intracelular en el exterior.

Al momento de realizar un cocultivo entre cmm y células ß, se 
debe tener en cuenta que el comportamiento celular es bastante diná-
mico y las opciones de cultivo son varias; por ejemplo, las cmm y las 
células ß se pueden cocultivar directa e indirectamente como células 
alimentadoras o en modo mixto. Se ha establecido que es necesario el 
contacto directo de célula a célula para que haya un mayor beneficio.
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Cultivo en biorreactores con crecimiento 
celular en portadores

Una forma de cultivo de amplio uso en sistemas de biorreactores es 
el crecimiento celular en portadores de diferentes tamaños, es decir, 
microportadores de 100-300 μm y macroportadores de 0.6-5 mm. Los 
microportadores pueden variar según el tipo de superficie; existen po-
rosos y no porosos; se destacan los porosos porque imitan con mayor 
exactitud un entorno 3D; todos los tipos de microportadores facilitan 
la adhesión y la proliferación celular, pero la mayor limitación es el 
impacto generado sobre las células en el momento de su recolección, lo 
cual afecta de modo directo el rendimiento celular. Por lo tanto, cuan-
do se cultivan las células, el objetivo es encontrar un equilibrio entre la 
adhesión y el crecimiento eficiente, y los altos rendimientos (figura 23).

Lo microportadores permiten generar cmm que muestran una 
gran viabilidad y capacidad de diferenciación. Las células de islotes 
humanos individuales cultivadas en microportadores han mostrado 
una secreción estable de insulina, con alta viabilidad y actividad me-
tabólica. Se ha comprobado que los microportadores no solo facilitan 
el crecimiento de cmm y células ß, sino que también mejoran su fun-
cionalidad (tabla 9).

Tabla 9. Cuadro comparativo entre el cocultivo 

directo e indirecto en portadores

Cocultivo directo Cocultivo indirecto

Los tipos de células 
se adicionan juntos 
al biorreactor y se 
distribuyen de forma 
homogénea en los 
microportadores.

Cada célula se cultiva en el microportador adecuado, 
según sus características.

Se combinan los dos lotes de microportadores, lo que 
muestra desventajas, ya que las células no se pueden 
separar por completo. Únicamente las células migran 
a diferentes microportadores. La separación estricta 
solo puede llevarse a cabo por medio de configuraciones 
de tamices y membranas. 

Para ambas formas de cultivo, la formación de aglomeraciones representa una 
gran limitación, debido a que se impide un suministro de nutrientes uniforme y 
una recolección enzimática más difícil de las células dentro de los aglomerados. 

Elaboración propia.



104

Células madre y su aplicación biotecnológica

Figura 23. Conceptos de biorreactores para el cocultivo de cmm y células ß. 

Las células ß y las cmm se pueden cultivar utilizando un modo 

directo o un modo indirecto. Por lo tanto, las células pueden estar 

presentes como agregados o como células encapsuladas o unidas 

a un portador. En cocultivo directo, se debe elegir un medio y una 

velocidad de aireación para ambas células, mientras que el cocultivo 

indirecto permite que cada tipo de célula se suministre con un 

medio específico y una velocidad de aireación para cada célula. 

Cocultivo directo Cocultivo indirecto

Salida de gas

Células ß

Encapsulado

A través de 
un vehículo

cmm

Tomada y modificada de Petry, 2018.

Cultivo con encapsulación

Los microportadores porosos y no porosos no proporcionan una pro-
tección completa a las células frente a factores externos; por ello, la 
encapsulación puede proteger a las células no solo contra las fuerzas 
de corte hidrodinámicas, sino también contra el sistema inmunita-
rio del huésped en el sitio de trasplante, manteniendo o aumentando 
la funcionalidad celular. El material de la encapsulación es un factor 
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relevante, por lo cual debe seleccionarse uno que imite la geometría, 
la química y el entorno de señalización de la mec natural, lo mismo 
que la permeabilidad, de modo que permita el transporte de nutrientes 
adecuado teniendo en cuenta los requerimientos celulares.

En los trasplantes, la elección del material de encapsulación repre-
senta un factor determinante, ya que debe minimizar la probabilidad 
de rechazo por parte del receptor. El material que ha mostrado ser el 
más adecuado es el alginato, que tiene efectos positivos en las célu-
las ß y en las cmm, aumentando la viabilidad celular y mejorando la 
funcionalidad. Se concluye que la encapsulación representa una estra
tegia útil de cocultivo en un sistema de biorreactor.

Uso de biorreactores para cultivo de cmm

En principio, para un adecuado bioproceso es recomendable expandir 
de manera individual (células ß y cmm), en cultivos puros, con el fin 
de generar la cantidad necesaria de células para el cocultivo en biorre-
actor. Para ello, existen diversas tecnologías de biorreactores que se 
pueden emplear. A continuación, se exponen los biorreactores más 
usados y los parámetros para el cocultivo, según se trate de cultivo de 
cmm o células ß.

Biorreactor para el cultivo 3D de cmm. El cultivo de cmm en un 
biorreactor tiene dos objetivos principales: expansión celular y fun-
cionalidad celular mejorada. Muchas veces se presentan dificultades 
en la regulación de los microentornos en los biorreactores. Un sistema 
de biorreactor controlado ofrece la posibilidad de influir específica-
mente en el secretoma de las cmm y de mejorar el efecto terapéutico 
resultante al tener efectos positivos en la secreción de factores trófi-
cos clásicos, como el bdnf, el factor de crecimiento nervioso (ngf), 
el vegf o el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1). Esto re-
salta el impacto de las condiciones de cultivo en la funcionalidad ce-
lular. Las principales condiciones requeridas para la proliferación de 
cmm en biorreactores incluyen una gran relación de área de superficie 
a volumen, un sistema cerrado, inoculación y recolección automati-
zada, además del control en línea automatizado de los parámetros de 
cultivo (tabla 10).
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Tabla 10. Tipos de biorreactor para el cultivo 3D de cmm: 

ventajas y desventajas

Tecnología 
del biorreactor

Aspectos generales

Reactores de 
tanque agitado 
(rta) para 
el cultivo de 
células madre 
mesenquimales 
(cmm)

Se pueden cultivar las células en esferoides y microportadores.

El volumen celular máximo obtenido en rta hasta el momento 
ha sido de 35 L, con una expansión de 50 veces y 2.6x1010 
células en total.

La baja cantidad de inóculo inicial mejora la proliferación, 
en especial en cultivos donde se emplean los microportadores; 
mientras que en cultivos basados en la formación agregados, 
una baja densidad de inoculación no permite que se forme un 
número suficiente de contactos intercelulares. Se recomienda 
una densidad de inoculación de 4.5x105 células por mL.

La agitación es un parámetro importante del proceso, porque la 
mezcla homogénea es necesaria para prevenir el agrupamiento 
de microportadores/agregados cargados con células.

El proceso de expansión de las cmm se produce en un sistema 
trifásico: medio, microportador cargado con células/agregados 
celulares y burbujas de gas oxígeno.

La aireación es un aspecto importante durante la agitación, 
aunque las células de mamíferos presentan una baja demanda 
de oxígeno. La alta aireación induce fuerzas cortantes 
que tienen mayor impacto en los cultivos de aglomerados, 
y reducen la viabilidad celular.

El esfuerzo cortante no es constante; se aumenta en cantidades 
mayores al tener que aumentar la agitación, lo que afecta 
la viabilidad celular. 

Reactores de 
lecho fijo (rlf) 
para el cultivo 
de cmm

Las células crecen en macroportadores de 500 μm de diámetro, 
formando un lecho estable en el reactor.

Hay que tener especial atención con la formación de canales 
y gradientes.

Se caracteriza por un bajo esfuerzo cortante, sin picos de corte 
cerca del impulsor, como se ve en un rta. El corte es constante 
en todas las escalas porque la velocidad superficial permanece 
constante en un valor que no afecta el crecimiento de las cmm. 

La recolección se constituye en una desventaja para los rlf, 
debido a que la viabilidad celular se ha observado disminuida 
en diversas investigaciones. No es clara la razón por la cual 
se muestra esta disminución, pero se sugiere una inducción 
de estrés celular.

Continúa
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Tecnología 
del biorreactor

Aspectos generales

Los rlf también tienen una alta aplicabilidad para la 
diferenciación de cmm; muchas veces muestran una adecuada 
viabilidad y funcionalidad. Para el proceso de diferenciación, 
el biorreactor se puede adecuar con el fin de proporcionar 
estímulos de diferenciación adicional a las células, ya que 
responden a la rigidez y estructura de la superficie.

Elaboración propia.

Biorreactor para el cultivo 3D 
de células ß pancreáticas

Son pocos los estudios que han reportado la producción de células ß 
en biorreactores; lo más común es el uso de microrreactores con fi-
nes de investigación. Se ha reportado que en conformaciones de cul-
tivos 2D las células ß pierden su funcionalidad; por consiguiente, la 
mejor opción son los cultivos 3D, ya que generan un microambiente 
que conserva la funcionalidad y viabilidad de las células ß, y mejoran 
la regulación de la expresión del gen de la insulina. Sin embargo, en 
ambas modalidades de cultivo, las células ß tienen una baja tasa de 
crecimiento y presentan un mayor consumo de oxígeno, ya que por 
lo general presentan hipoxia debido a la secreción de insulina. Por lo 
tanto, el microentorno celular y el suministro de nutrientes para las 
células ß deben estar estrechamente controlados; incluso más que los 
de las cmm. En la tabla 11, se presentan los aspectos generales de di-
ferentes tecnologías de reactores utilizados para el cultivo de células ß.

Se ha descrito la posibilidad de obtener células ß a partir de la ex-
pansión y la subsiguiente diferenciación pancreática de las CMPi. Sin 
embargo, esto no ofrece rentabilidad frente al mantenimiento de la fun-
cionalidad in vitro de las células ß, pues se infiere que la funcionalidad 
depende de un microambiente adecuado similar al contexto in vivo, 
en donde los islotes se encuentran rodeados por una mec y una varie-
dad celular (cmm, endoteliales, neuronales y exocrinas). Las condicio-
nes de cultivo actuales deben modificarse para mantener las células ß 
funcionales, y se pueden crear microentornos 3D óptimos dentro de 
los biorreactores cultivando células ß con otros tipos de células, por 
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ejemplo, con cmm. Cuando ya se han obtenido las células en condicio-
nes óptimas, con los debidos controles de calidad, es posible realizar el 
cocultivo en biorreactor de cmm y células ß. Enseguida de la tabla 11 
se describe la mecánica del cocultivo en biorreactor.

Tabla 11. Tipos de biorreactor para el cultivo 3D 

de células ß: principales ventajas y desventajas

Tecnología 
del biorreactor

Aspectos generales

Reactor de 
recipientes de 
pared giratoria 
para el cultivo 
de células ß

Se ha usado para el cultivo de islotes humanos. Debido a que 
tiene pared giratoria, se mantiene una rotación continua 
que genera una microgravedad que sostiene los islotes; además, 
presenta un bajo esfuerzo cortante, y una transferencia eficiente 
de nutrientes y oxígeno en el medio.

Como desventaja se encuentra la aglomeración de islotes, 
la cual se ha logrado suplir por medio de andamios.

En cultivo en un biorreactor, los islotes desarrollan 
múltiples canales nutricionales, mejoran la expresión 
del gen de la insulina y la respuesta a la estimulación 
a la glucosa, lo cual permite inferir que las células ß podrían 
expandirse. Sin embargo, hasta el momento no hay reportes 
de experimentos a gran escala que satisfagan cantidades 
necesarias para terapia celular. 

Reactores de 
tanque agitado 
para el cultivo 
de células ß

Las células ß se cultivan por lo general en agregados o cápsulas 
y no en microportadores. En investigaciones donde se 
han cultivado células ß individuales en microportadores, 
se ha observado un crecimiento lento, compensado con una 
adecuada función celular. Sin embargo, muestran una mayor 
eficiencia en comparación con cultivos 2D. 

Reactores 
de lecho fijo 
para el cultivo 
de células ß

En algunos casos, las células ß se han cultivado en alginato, 
en donde las células individuales formaron agregados, 
y mostraron eficiencia en cuanto a viabilidad y secreción de 
insulina. No se ha reportado resultado acerca de la recolección, 
pero se sugiere que se presentarían los mismos inconvenientes 
que en la recolección de cmm.

Otros tipos 
de reactores 
utilizados para 
las células ß

Una alternativa representativa es el reactor de lecho fluidizado; 
allí, las células ß encapsuladas en alginato muestran una 
viabilidad más alta que en un cultivo 2D. Se puede inferir 
que otros tipos de biorreactores, como los sistemas de reactor 
de onda, podrían ser adecuados, pero aún no se ha reportado 
su uso para células ß.

Elaboración propia.
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Cocultivo en biorreactor con cmm y células ß

El cocultivo a más grande escalas es necesario para producir un nú-
mero adecuado de células ß funcionales para la terapia celular o para 
la detección de fármacos. El diseño de cocultivos comprende varios 
aspectos que son fundamentales para obtener un producto celular de 
adecuada calidad. Entre estos, se sugiere el uso de portadores (micro-
portadores y macroportadores), debido a la facilidad de recolección, 
que conserva las proteínas de la superficie de las células para mejo-
rar su funcionalidad. En cuanto al medio de cultivo, debe satisfacer 
las necesidades de ambos tipos celulares, pues las cmm in vitro son 
más robustas que las células ß, por lo cual estas deben ser favorecidas 
en el diseño del cocultivo. Respecto al biorreactor, los reactores rta 
(reactor de tanque agitado), rlf (reactores de lecho fijo) y los de le-
cho fluidizado son apropiados para el cocultivo directo. Las células ß 
y las cmm pueden cultivarse como agregados mixtos, cápsulas o en 
vehículos. El cocultivo indirecto ofrece más opciones, como el uso de 
agregados de células ß encapsuladas como portadores de las cmm. 
En el enfoque de cocultivo indirecto, también es posible crear un mi-
croentorno óptimo específico para cada tipo de célula; por ejemplo, 
se pueden compartimentar con membranas. Otros parámetros para 
tener en cuenta son: la regulación de la producción en cocultivo y las 
características de las cmm y las células ß.

Regulación de la producción en cocultivo

Los cocultivos en células de mamíferos no han sido muy documentados; 
sin embargo, se debe tener en cuenta que, para cantidades grandes de 
producción, se necesita un microambiente bien controlado y equilibra-
do con el fin de evitar problemas, como la heterogeneidad que puede 
provocar inestabilidad en el biorreactor y una pérdida de viabilidad 
celular. Es importante definir criterios preliminares de configuración 
del bioproceso (se pueden emplear placas transwell o microrreactores), 
como el modo de cocultivo (directo, indirecto o mixto) y las relacio-
nes de cocultivo de las células (tasas de crecimiento, tamaños de po-
blación); esto es importante debido a que puede haber una población 
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celular que supera a la otra; en el caso de las cmm y las células ß, 
las cmm superan a las células ß porque su tasa de crecimiento es has-
ta tres veces más rápida —en el peor de los casos: μ (cmm) = 0.5 d-1, 
μ (células ß) = 0.17 d-1—. Para lograr que las células ß sean la pobla-
ción dominante, se deben optimizar las proporciones celulares y las 
condiciones del cocultivo; es importante tener en cuenta que las tasas 
de crecimiento presentan variaciones en los cocultivos, debido a que 
las células pueden influir en la proliferación de cada una. La relación 
también puede influir en los efectos terapéuticos y la funcionalidad 
celular in vivo.

Parámetros importantes para cmm y células ß

Las cmm y las células ß son biológicamente diferentes, pero desde el 
punto de vista del bioprocesamiento poseen características similares. En 
cuanto a su biología, las células ß son células unipotentes, diferenciadas 
y derivadas del endodermo, mientras que las cmm son multipotentes, 
con alta capacidad de diferenciación y derivadas del mesodermo. Desde 
el ámbito del bioprocesamiento, los dos tipos de células crecen como 
células adherentes dentro del mismo rango de temperatura (30-37 °C) 
y rango de pH (7.0-7.4), y consumen los mismos nutrientes (metabo-
lito clave = glucosa) y oxígeno a tasas similares.

La funcionalidad de los islotes pancreáticos es atribuida a las ca-
racterísticas de las células ß, debido a que se constituyen en su prin-
cipal componente celular (de 1560 células que componen un islote, 
1140 son células ß). Teniendo en cuenta la tasa de crecimiento de las 
células ß, es importante establecer un microambiente óptimo de co-
cultivo que ralentice el crecimiento de las cmm a un nivel deseado, sin 
afectar la secreción de los factores tróficos necesarios para el manteni-
miento de las células ß. El comportamiento de ambos tipos de células 
en el cocultivo es difícil de predecir porque se influyen mutuamente, 
de maneras desconocidas; se ha observado que la morfología y el li-
naje celular son factores que afectan de forma contundente al autoen-
samblaje, la diferenciación y la actividad celular (de las cmm); por ello 
son factores que se deben considerar y equilibrar en una configuración 
de cocultivo (tabla 12).
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Ruta metabólica y mecanismos de regulación

Para una correcta expansión de las cm en cultivos de biorreactor, es 
fundamental conocer los mecanismos reguladores clave y las vías aso-
ciadas con la autorrenovación de cm, y mantener un fenotipo pluri-
potente durante la biofabricación. Se ha observado que, durante la 
proliferación, las cm tienen demandas energéticas únicas comparadas 
con las células diferenciadas, las cuales presentan un alto flujo gluco-
lítico; esto puede ser controlado por medio de ft y de moléculas de 
la vía de señalización de la fosfatidilinositol-3-cinasa/Akt, incluido el 
blanco del sistema de rapamicina.

El estudio del perfil transcripcional y de metabolitos ha permi-
tido tener un conocimiento más amplio del fenotipo de las cm, con 
el fin de caracterizar los productos después de un bioprocesamiento 
y de facilitar la optimización para diferentes condiciones de cultivo. 
Sin embargo, las herramientas transcriptómicas y metabolómicas son 
poco empleadas para la caracterización de cultivos en la actualidad.

Durante el tiempo de cultivo se debe realizar un análisis del trans-
criptoma teniendo en cuenta la expresión de genes; además, es preciso 
seleccionar las vías más relevantes, que son la glucólisis, el metabo-
lismo de los aminoácidos, los reordenamientos del citoesqueleto y la 
resistencia al estrés. 

En cuanto a la glucólisis, se determinan las enzimas glucolíticas; 
las más destacadas son: la aldolasa A (ALDOA), la enolasa 2 (ENO2), 
la glucosa fosfato isomerasa (GPI) y la fosfoglicerato cinasa 1 (PGK1); 
además de los transportadores de glucosa, como el SLC2A1 también 
conocido como GLUT1. También deben tenerse en cuenta la lactato 
deshidrogenasa A (LDHA) y los niveles de oxígeno, ya que en am-
bientes hipóxicos o cuando las cm experimentan estrés hipóxico, el 
factor 1 inducible por hipoxia (HIF1) se expresa y se mantiene.

Respecto al metabolismo de aminoácidos, las subunidades transpor-
tadoras SLC3A2 y SLC7A5 suelen presentar altas tasas de expresión; de 
igual manera ocurre con las enzimas catabólicas de aminoácidos, como 
la asparagina sintetasa (ASNS), la aminotransferasa 1 de cadena rami-
ficada (BCAT1) y transaminasa glutámico-pirúvica 2 (GPT2, también 
conocida como alanina aminotransferasa). Los marcadores nucleares 
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(Oct-4) y los marcadores de superficie (TRA-1-60) se deben detectar 
en el último día de cultivo. También se muestra la expresión de mar-
cadores de potencia TRA-1-60 y SSEA-4, y de un porcentaje muy bajo 
de células SSEA-1 (marcador de diferenciación temprana) positivas.

En cuanto a los reordenamientos del citoesqueleto/mec, estos se 
caracterizan por la expresión de genes como vimentina (VIM), acti-
na α1 (ACTA1) y transgelina (TAGLN), que regulan todos los tipos de 
filamentos de citoesqueleto de la siguiente manera:

•	 Microfilamentos (actinas, transgelinas).
•	 Filamentos intermedios (vimentina, queratinas y láminas).
•	 Microtúbulos (tubulinas).

Por último, la resistencia al estrés se encuentra regulada por un con-
junto de genes que muestran un comportamiento común: las meta-
lotioneínas (MT), que se caracterizan por ser marcadores de estrés. 
En conjunto, el análisis del perfil transcripcional demuestra la impor-
tancia de cultivar en condiciones por completo definidas para homo-
geneizar y estandarizar el fenotipo celular final.

El análisis del metabolismo, específicamente el del carbono cen-
tral, permite determinar los cambios metabólicos del microambiente 
durante un cultivo en biorreactor; ante todo, se deben tener en cuen-
ta las tasas de consumo y producción de glucosa, lactato y aminoáci-
dos; además de las principales reacciones del metabolismo central del 
carbono al integrar los datos de cambio transcripcional (figura 24).

En los cultivos de cm en biorreactores, por lo general se observa 
mayor proporción de producción de lactato con respecto al consu-
mo de glucosa en comparación con los cultivos tradicionales, lo que 
es consecuente con un incremento en la regulación de la maquinaria 
glucolítica y de ldha. También se sugiere que la producción de lactato 
se da a través del piruvato derivado del catabolismo de aminoácidos 
y que en los biorreactores existe producción de energía en compara-
ción con los cultivos en 2D (donde la síntesis de biomasa se da con 
una menor formación de subproductos); esto debido a que el consumo 
de glucosa y aminoácidos es mayor en las configuraciones de cultivo 
en 2D; sin embargo, son menores las proporciones de lactato/glucosa 
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y la producción de amoníaco al consumo de aminoácidos AMN/NET 
(AMN: producción de amonio; NET: consumo de aminoácidos).

Figura 24. Metabolismo del carbono central de las cm. 

Representación esquemática de las principales reacciones del metabolismo 

central del carbono, destacando los cambios en el transcriptoma de las 

células cm en el sistema de cultivo 2D y el sistema de cultivo biorreactor. 

Glut 1/3

G6P

Piruvato

Piruvato
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Abreviaturas: coa: coenzima A; sam: S-adenosilmetionina.

Tomada y modificada de Silva, 2015 y de Shyh-Chang, 2013.

En cuanto al metabolismo de aminoácidos, este se puede dividir en 
tres grupos: el primero corresponde a los aminoácidos consumidos, 
los cuales se absorben de forma reducida debido a que los genes me-
tabólicos de los aminoácidos se observan enriquecidos y regulados al 
alza en el perfil transcripcional; esto permite inferir que los aminoáci-
dos se consumen menos, pero se incrementa su canalización hacia las 
rutas catabólicas, por ejemplo, su uso como alimentación de interme-
diarios del ciclo de Krebs.

El segundo grupo comprende los aminoácidos que se acumulan en 
el medio de cultivo; por ejemplo, la glicina, el glutamato y la alanina, 
que se producen en mayor cantidad durante el cultivo en biorreactores. 
El aumento de la producción de glicina se relaciona con la regulación 
positiva de la serina hidroximetiltransferasa 2 (SHMT2 mitocondrial), 
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que también contribuye al reciclaje del folato indispensable en el ca-
tabolismo de aminoácidos. El incremento en la producción de glu-
tamato confirma las rutas catabólicas de los aminoácidos, ya que el 
glutamato es un intermediario común en la degradación de muchos 
aminoácidos antes de convertirse finalmente en α-cetoglutarato que li-
bera amoníaco. Además, el glutamato puede ser transaminado por la 
transaminasa glutámico-pirúvica 2 (GPT2), regulada al alza por du-
plicado en el cultivo en biorreactores, lo que contribuye al aumento 
de la acumulación de alanina. 

Y el tercer grupo incluye aminoácidos para los cuales se observa 
que el perfil de absorción y producción está invertido entre los cultivos 
en biorreactor y 2D. La histidina y la treonina se caracterizan por ser 
aminoácidos esenciales en las células humanas; es imposible reflejar 
su producción. Por consiguiente, las tasas reflejan la degradación de la 
proteína o pueden interpretarse como un consumo reducido de estos 
aminoácidos si son proporcionados por proteínas o péptidos cuando 
el medio utilizado no se encuentra libre de proteínas. Por otro lado, 
en el caso de la prolina y la asparagina, por lo general el aumento de 
la producción se ve respaldado por la regulación positiva de la pirro-
lina-5-carboxilato reductasa (PYCR) y la asparagina sintasa (ASNS), 
sus enzimas sintetizadoras, respectivamente.

Respecto a la integración de diferentes factores ambientales, es po-
sible inducir vías metabólicas; por ejemplo, en un ambiente controla-
do con bajo nivel de oxígeno se observa una vía similar a la glucólisis 
anaerobia de Warburg, pero sin evidencia de respuesta al estrés hi-
póxico. La glucólisis anaerobia se constituye en un aspecto distintivo 
y relevante del fenotipo de las cm; además, los niveles más bajos de 
oxígeno se han descrito como un parámetro clave en el mantenimiento 
de la pluripotencia. Es importante resaltar que, en condiciones hi-
póxicas, la glucólisis anaerobia se ve favorecida sobre la fosforilación 
oxidativa como fuente de generación de energía; esto se ajusta al in-
cremento de la regulación de la maquinaria glucolítica y ldha, con la 
disminución de la regulación de las reacciones del ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos (cat) que preceden a la fosforilación oxidativa; de esta 
manera se demuestra la relación entre la alta producción de lactato 
con respecto al consumo de glucosa. Teniendo en cuenta la anterior 
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descripción, se sugiere que el catabolismo de los aminoácidos puede 
funcionar como una fuente de alimentación de las reacciones restan-
tes del cat, respaldadas por las proporciones tan altas de producción 
de amoníaco con respecto al consumo de aminoácidos.

Por otro lado, en el cultivo en biorreactores se observa un incremen-
to en la regulación de los transportadores de membrana de la glucosa 
y de la mayoría de los aminoácidos; sin embargo, las tasas de consumo 
son más bajas, lo cual indica que no es obligatorio realizar correlaciones 
directas, por ejemplo, para los transportadores de glucosa; se ha visto 
que el aumento de la expresión génica no conduce necesariamente a 
mayores tasas de captación de glucosa, lo que se correlaciona mejor 
con la actividad de fosforilación mitocondrial.

Modelo matemático general en un bioproceso
Con el fin de lograr bioprocesos rentables, escalables y robustos para 
la obtención de cantidades considerables de cm, se deben establecer 
modelos matemáticos que tengan en cuenta aspectos como: concen-
tración de O2, función de vacío, tortuosidad, esfericidad, relación del 
área de superficie a volumen, tensión de corte, perfusión del medio y 
caída de la presión, dependiendo del tipo de biorreactor y del com-
puesto que se desea producir.

Un ejemplo es el modelo matemático para calcular la concentra-
ción de O2 en un biorreactor de lecho empacado fabricado en polidi-
metilsiloxano permeable a los gases (PDMS), diseñado para desacoplar 
el transporte de oxígeno del suministro de nutrientes, con el fin de 
producir cmm.

En el estudio realizado por Osiecki y colaboradores en 2015, el 
modelo de transporte de masa del biorreactor se utilizó para estimar la 
concentración de O2 en estado estacionario a lo largo del radio a una 
concentración celular cinco veces la confluencia máxima de las cmm 
(100.000 células/cm2).

Asumiendo que el oxígeno solo se difunde de modo radial, la ecua-
ción 1 describe la concentración de oxígeno en el recipiente del biorre-
actor, mientras que la ecuación 2 describe la concentración de oxígeno 
en la pared del biorreactor. 
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Ecuación 1. Concentración de oxígeno en el recipiente del biorreactor

cr = cR1
– 

K
4DR

 (R2 – r2) – 
KR1

2

2Dpdms
 ln 

R2

R1

 0 ≤ r ≤ R1

Donde:
Cr:	 es la concentración en cualquier punto del radio (r).
CR1

:
	

es la concentración en el radio del biorreactor interno. La so-
lubilidad del oxígeno en el medio (0.2 mM), radio 1 (R1), uni-
dades de medida mM.

K:	 es la captación volumétrica específica de oxígeno (mM/cm3/s), 
derivada de las dimensiones del biorreactor y la tasa de absor-
ción de oxígeno por parte de las cm (2.5x10-17 mM/s/célula).

DR:	 es el coeficiente de difusión corregido del oxígeno dentro del 
recipiente del biorreactor.

Dpdms:	 es el coeficiente de difusión de PDMS (5.0x10-5 cm2/s).
R2:	 radio 2.

Ecuación 2. Concentración de oxígeno en la pared del biorreactor Cr 

cr = cR2
–  

KR1
2

2Dpdms
 ln 

R2

r
 R1 ≤ r ≤ R2

Donde:
CR2

:
	

es la concentración en el biorreactor externo; R2 radio, que es 
la solubilidad del oxígeno en polidimetilsiloxano permeable a 
los gases (1.3 mM). 

Se comparan dos biorreactores: uno pequeño, de 160 cm2; y uno de 
mayor tamaño, de 2800 cm2. El balance de masa no predijo un gradien-
te de 0.2 significativo en el biorreactor a pequeña escala de 160 cm2. 
Sin embargo, en el biorreactor más grande (de 2800 cm2), se predijo 
una caída en la concentración de 0.2 mM a 0.146 mM en el centro. 
Como la pared de PDMS ofrece una resistencia insignificante a la di-
fusión de O2 en ambas configuraciones del biorreactor, el único factor 
que limitó la concentración de O2 en el biorreactor fue la solubilidad 
del O2 en el medio.
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Sin embargo, a medida que el espacio del recipiente del biorreactor se 
llenó con partículas no permeables a los gases, se aplicó un factor de 
corrección al coeficiente de difusión (ecuación 3) basado en el vacío (ε), 
la esfericidad (ϕ) y la tortuosidad (τ).

Ecuación 3. Factor de corrección al coeficiente de difusión DR

DR = ε
τ

Dm

Donde:
ε:	 vacío, diferencia entre el volumen vacío del biorreactor y el volu-

men de líquido inyectado en el biorreactor.
ϕ:	 esfericidad.

El factor de corrección para el coeficiente de difusión de oxígeno en el 
medio Dm (3.290x10 - 0.5 cm2/s) es una función del vacío (ε) y la tor-
tuosidad (τ). El vacío, calculado como la diferencia entre el volumen 
vacío del biorreactor y el volumen de líquido inyectado en el biorreactor, 
se encontró que era 0.4.

Ecuación 4. Tortuosidad (τ)

τ = 
1.23 (1 – ε)

1
3

ε × ϕ 2

La tortuosidad es una función del vacío y la ϕ.

Ecuación 5. Esfericidad (ϕ)

ϕ = (36 × π × n (1 – ε)2)
1
3

a

Donde: 
n:	 número de partículas.
a:	 relación entre el área de superficie y el volumen.

La esfericidad se calcula en función de n, ε y a. Para calcular la tensión 
de corte a partir de la perfusión del medio, la caída de presión (P) se 
calculó primero mediante la ecuación de Ergun (ecuación 6):
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Ecuación 6. Tensión de corte a partir de la perfusión del medio

∆p = 
150μ(1 – ε)2VsL

ε3D 2p
 + 

1.75(1 – ε)pVs
2L

ε3Dp

Donde: 
μ:	 viscosidad del medio es de 0.008 poise.
p:	 densidad del medio es 0.99 g/cm3.
Vs:	 velocidad superficial.
Dp:	 diámetro de las partículas.
L:	 longitud/altura del lecho empacado.

Para calcular la fuerza de corte (τ), la caída de presión se multiplicó 
por el área de la sección transversal del flujo de fluido ( πD2ε

4
) y se di-

vidió por el área de superficie del fluido en contacto con el andamio 
(área de crecimiento del andamio, es decir, 160 cm2 y 2800 cm2).

La ecuación de Ergun en este estudio se usó para calcular el es-
fuerzo cortante debido al flujo de fluido en el biorreactor. El esfuerzo 
cortante hidrodinámico del medio de perfusión en el biorreactor pe-
queño (5 ml/día) y en el biorreactor grande (0.5 ml/min) se calculó en 
9.5x10-5 Pa y 1.25x10-3 Pa, respectivamente.

El aumento en la concentración celular se evalúa según la relación
X max

X0

X max:	pico de concentración celular (células por mililitro).
X0:	 representa las células inicialmente unidas en el día 0 (células 

por mililitro).

Por otro lado, el cálculo de la tasa específica de crecimiento celular o 
μ se determina utilizando un modelo cinético de primer orden simple:

μX =  dX
Xdt

Por último, también se puede evaluar la actividad metabólica, por lo 
general, con indicadores metabólicos. La fluorescencia es la función 
determinante que se tiene en cuenta; la fluorescencia máxima indica 
la fluorescencia en el día 4 de cultivo y la fluorescencia i representa la 
fluorescencia en el día 1 de cultivo. 
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Ecuación 7. Actividad metabólica
Fluorescencia máxima

Fluorescencia i

El uso de biorreactores para el cultivo de cm tiene un alto impacto 
cuando se desean obtener grandes volúmenes de células, ya sean para 
trasplante o modificadas para usos en investigación. 
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La capacidad autorregenerativa de las células madre 
es una de sus principales propiedades, la cual ha sido 
utilizada en procesos de regeneración celular, ya sea 
para reemplazo o para recuperación celular de tejidos 
y órganos. Estas células también tienen la habilidad 
de producir diferentes compuestos farmacológicos y 
toxicológicos. Así mismo, gracias a sus propiedades 
antiinflamatorias, antifibróticas regenerativas y an-
timicrobianas, se sitúan como un recurso biológico 
interesante. El objetivo de este libro es profundizar 
en los procesos moleculares y celulares de las células 
madre y mostrar sus diferentes usos biotecnológicos.
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