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RESUMEN 
 

Las células troncales mesenquimales humanas (hMSCs, por sus siglas en inglés), 

se caracterizan por poseer propiedades específicas como multipotencialidad, 

localización (habilidad de dirigirse y permanecer en sitios de lesión e inflamación), 

producción de factores tróficos y proliferación en condiciones in vitro, por lo que son 

utilizadas ampliamente como modelo de estudio para padecimientos crónico- 

degenerativos en el campo de la medicina. Sin embargo, estas capacidades que 

hacen atractivo su uso pueden verse interrumpidas a causa del estrés oxidativo, 

fenómeno que surge con el desequilibrio entre la producción de radicales libres y la 

capacidad antioxidante de neutralizarlos, lo que provoca un deterioro en el 

desarrollo de las células hasta inducir un estado de senescencia prematura y 

apoptosis, comprometiendo su funcionalidad y posible aplicabilidad. Para 

contrarrestar las consecuencias del exceso de oxidación, las moléculas 

antioxidantes como resveratrol, coenzima Q10 y el ácido α-lipoico han surgido como 

una opción para neutralizar los radicales libres en modelos celulares, cualidades por 

las que fueron seleccionadas para evaluar sus efectos sobre hMSCs derivadas de 

la placenta con la finalidad de incrementar la proliferación celular. Para tal fin, se 

utilizó el diseño de mezclas Box Behnken (metodología para estudiar el 

comportamiento de las respuestas que influyen en las variables independientes) 

para establecer las concentraciones del tratamiento compuesto por resveratrol 2.55 

µM, coenzima Q10 10 µM y ácido α-lipoico 50 µM. Para la etapa experimental se 

realizaron dos grupos: 1) control (sin tratamiento) y 2) resveratrol + coenzima Q10+ 

ácido α-lipoico (con tratamiento) y sus efectos fueron monitoreados en un lapso de 

14 días, contabilizando la cantidad de células/cm2 cada dos días. El grupo con 

tratamiento presentó incrementos en la proliferación celular los días 2, 8 y 12 

respecto al grupo control, lo que sugiere la existencia de una interacción sinérgica 

entre los componentes de la mezcla. Estos resultados comprueban la efectividad 

del diseño Box Behnken para seleccionar una combinación de antioxidantes capaz 

de promover la proliferación de hMSCs de placenta humana mediante la 

optimización de mezclas terapéuticas. 
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INTRODUCCIÓN 

 
Las células troncales mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés) fueron 

identificadas y aisladas por primera vez en la medula ósea (Friedenstein et al, 1970). 

Dentro de sus principales propiedades destacan a) su capacidad de dar origen a 

diferentes linajes celulares diferenciados (adipogénicos, osteogénicos y 

condrogénicos; Chen et al, 2005), b) la secreción de moléculas antiinflamatorias 

como citocinas (interleucina 10), c) la producción de factores de crecimiento (el 

factor derivado de células estromales 1, el factor de crecimiento epidérmico (EGF),el 

factor de crecimiento transformante β (TGF-β), el factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento endotelial vascular (Ullah et al, 2015) y 

d) su actividad inmunomoduladora. Por estas características las MSCs han sido 

consideradas como un recurso celular terapéutico prometedor (Shi et al, 2012) y un 

excelente modelo para simular y estudiar los mecanismos subyacentes a 

enfermedades como el cáncer, la diabetes y neurodegeneraciones como Parkinson 

o Alzheimer (Kitambi & Chandrasekar, 2011). 

 
En dichas patologías, se ha demostrado que las alteraciones en el sistema oxido- 

reducción incrementan los niveles del estrés oxidativo como consecuencia de la 

sobreproducción de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés; 

Liguori et al, 2018). El estrés oxidativo, surge como resultado del desequilibrio entre 

los niveles de ROS y la capacidad de neutralizar los radicales libres, lo que ocasiona 

daño en proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (que son la base de todos los procesos 

celulares), provocando alteraciones en el funcionamiento adecuado de las células 

(García-Sánchez et al, 2020). La mayor parte de la producción de ROS se realiza 

en las mitocondrias y ocurre en dos principales puntos de la cadena de transporte 

de electrones (complejo I y III) por lo que son más susceptibles a los efectos del 

estrés oxidativo (Selivanov et al, 2011). 
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Este daño puede reflejarse en lesiones al ADN mitocondrial y contribuir a la 

inestabilidad genómica, lesión celular, disminución de proteínas involucradas en el 

transporte de electrones, alteraciones de organelos y apoptosis (Van Houten et al, 

2006). 

 
Por otra parte, desde su descubrimiento, las células troncales han demostrado ser 

una herramienta efectiva para comprender los mecanismos que subyacen a las 

enfermedades humanas relacionadas con el estrés oxidativo, permitiendo el 

desarrollo de líneas celulares que modelan enfermedades específicas (Sterneckert 

et al, 2014); sin embargo, dichos modelos son proclives al estrés oxidativo que 

acelera el proceso de senescencia prematura, limita el número de divisiones 

celulares y compromete el proceso de diferenciación celular (von Bahr et al, 2012; 

Denu & Hematti, 2016). Por ello, ante la creciente necesidad de identificar 

estrategias que permitan reducir los niveles de ROS durante el cultivo de MSCs el 

uso de moléculas antioxidantes surge como una opción para contrarrestar los daños 

causados por el exceso de reacciones oxidativas (Denu & Hematti, 2016). Siguiendo 

esta línea de investigación Wang y colaboradores demostraron que la 

suplementación durante seis días del antioxidante resveratrol a MSCs derivadas de 

cordón umbilical, permitió incrementar su proliferación a concentraciones de 0.1, 1 

y 2.5 μM, reduciendo la senescencia celular previamente identificada por la tinción 

con β-galactosidasa (Wang et al, 2016). 

 
De igual forma, la administración de coenzima Q10 por 48 horas a MSCs derivadas 

de médula ósea, provocó una disminución en el número de células positivas a β- 

galactosidasa y en las ROS (evaluadas por la intensidad de fluorescencia de DCFH- 

DA; Zhang et al, 2015). Por otra parte, el ácido α-lipoico incrementó el marcador de 

proliferación Ki-67 en MSCs derivadas de médula ósea (Bashiri et al, 2016). Estos 

antioxidantes han demostrado previamente que de forma individual, han sido 

capaces de promover la proliferación celular (Ferretta et al, 2014; Zheng et al, 2018; 

Bashiri et al, 2016). Sin embargo, la combinación de antioxidantes podría 

incrementar los efectos benéficos sobre cultivos celulares (Zhang & Peng, 2019). 
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ANTECEDENTES 

Células troncales mesenquimales 
 

Las MSCs se definen como células del estroma (Majka et al, 2017) caracterizadas 

por poseer: 1) capacidad proliferativa celular, 2) multipotencialidad, 3) localización 

(trasladarse a sitios de lesión) y 4) presentar una función trófica (Chen et al, 2016). 

Desde su descubrimiento en 1970 donde se encontró que las células de médula 

ósea fueron capaces de inducir y reconstituir la formación de hueso (Friedenstein et 

al, 1970), las MSCs han adquirido un papel importante dentro de la ingeniería de 

tejidos y la medicina regenerativa llegando a ser empleadas para tratamientos como 

la osteoartritis (Gao et al, 2016). Este creciente interés en su estudio y sus 

aplicaciones han hecho que se establezcan los criterios mínimos para su 

caracterización. De esta forma, las MSCs humanas (hMSCs) deben ser adherentes 

en condiciones de cultivo estándar, expresar los marcadores CD105, CD73, CD44 

y CD90, carecer de los marcadores CD45, CD34, CD14, CD19 o HLA-DR y tener la 

capacidad de diferenciarse en osteocitos, adipocitos y condrocitos (Dominici et al, 

2006). 

 

Una de sus principales propiedades es la proliferación, que se define como la 

capacidad de una célula para dividirse y dar origen a dos células idénticas (Biehl & 

Russel, 2009) que a su vez posean la habilidad de multiplicarse en condiciones in 

vitro. De esta forma, en el mantenimiento de MSCs in vitro, se busca aislar y/o 

expandir las células en un microambiente óptimo para su desarrollo, por lo que es 

necesario considerar factores como la selección de una matriz apropiada para su 

adhesión celular, un medio de cultivo que aporte los requerimientos nutrimentales 

necesarios, así como niveles controlados de temperatura y CO2 (De Bruyn et al, 

2011). Otra de sus características es la multipotencia lo que permite a las células 

diferenciarse en adipocitos (adipogénesis), condrocitos (condrogénesis) y 

osteocitos (osteogénesis) en respuesta a una adecuada estimulación in vitro (Chen 

et al, 2016). 
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Adicionalmente, por su plasticidad pueden dar origen a células musculares 

cardíacas, lisas y del músculo esquelético a través de la miogénesis y en astrocitos, 

oligodendrocitos y neuronas por neurogénesis (Schulze & Tobiasch, 2011) como se 

muestra en la Figura 1. 

 

 
Figura 1. Procesos de diferenciación de células troncales mesenquimales (MSCs). Las MSCs 

son capaces de dar origen principalmente a linajes adipogénicos, condrogénicos y osteogénicos 

y puede evaluarse mediante la formación de cuerpos lipídicos (adipogénesis), la producción de 

proteoglicanos y síntesis de colágeno tipo II (condrogénesis) y la mineralización de calcio e 

incremento de la fosfatasa alcalina (osteogénesis). Sin embargo, existen otros mecanismos de 

diferenciación que permiten obtener células del músculo cardiaco (miogénesis) y células 

neurales como los astrocitos y las neuronas (neurogénesis). Tomado de Schulze & Tobiasch, 

2011. 

 

Por otra parte, las MSCs tienen la capacidad de moverse a través de los vasos 

sanguíneos, atravesar la pared del endotelio, regresar a sus nichos de origen y 

migrar hacia tejidos dañados, esta característica es fundamental para que las 

terapias de reemplazo celular puedan dirigirse a su destino (Brooks et al, 2018; 

Nitzsche et al, 2017). La habilidad de las MSCs para migrar desde la sangre 

periférica hacia un órgano específico se atribuye a la expresión de integrinas 
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(moléculas de adhesión), quimiocinas (responsables de la migración y movimiento 

celular; como el factor derivado del estroma 1 (SDF-1)) e interleucinas (3 y 6) que 

regulan la señalización celular y las respuestas inmunitarias (Hofer & Tuan 2016; 

Laird et al, 2008). 

 

Por lo que se refiere a su secretoma, las MSCs son capaces de producir moléculas 

que promueven el crecimiento celular como el factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF), el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF), el factor de células troncales (SCF) y moléculas que promueven 

la neurogénesis como el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), el factor 

neurotrófico derivado de la glía (GDNF) y el factor de crecimiento nervioso (NGF) 

(Tfilin et al, 2010). De esta forma, las MSCs han sido utilizadas para reducir la 

inflamación inducida por neurotoxinas y liberar factores neuroprotectores como el 

factor neurotrófico ciliar (CNTF; Caplan, 2009 & Uccelli et al, 2012). Tomando en 

cuenta todas las características anteriormente mencionadas, se resalta la 

importancia de las MSCs como posible fuente de tratamiento terapéutico y un 

excelente modelo de estudio (Naji et al, 2019). 

 
Aislamiento de células troncales mesenquimales 

 
 

La obtención de MSCs se puede realizar desde la médula ósea, el tejido adiposo, 

la pulpa dental, el líquido sinovial, el endometrio, el músculo, la piel y la sangre 

periférica (Berebichez-Fridman y Montero-Olvera, 2018). No obstante, para 

seleccionar una fuente adecuada, se deben considerar diversos aspectos como la 

técnica para su obtención, los posibles efectos adversos en el donante y las 

características como proliferación y diferenciación en condiciones in vitro (Hass et 

al, 2011). En la tabla 1 se describen ventajas y desventajas de la derivación de 

MSCs a partir de tejidos adultos y neonatales. 
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Tabla 1. Comparación de diferentes fuentes de células troncales mesenquimales, ventajas y 

desventajas. 

Origen Obtención Ventajas Desventajas Referencias 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Médula 

Ósea 

 
 
 
 
 
 
 
 

Aisladas del 

aspirado de 

médula ósea 

(generalmente de 

la cresta ilíaca de 

un donante)1 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
-El tiempo medio de duplicación es de 

40 horas2 

 
-Son capaces de diferenciarse en 

células de las capas germinales5 

-Los métodos de obtención son 

invasivos, dolorosos y con riesgo 

de infecciones3 

 
-Los factores como rendimiento 

celular, longevidad y potencial de 

diferenciación dependen de 

condiciones del donante como su 

edad2 

 
-Las células son más propensas a 

senescencia anticipada, detienen 

su crecimiento y expresan 

proteínas proapoptóticas como 

p53, p21 y p164 

 
-Únicamente del 0.001 al 0.01% del 

aspirado de médula ósea 

corresponden a MSCs1 

 
Pittenger, 

20081 

 
Berebichez- 

Fridman y 

Montero- 

Olvera, 

20182 

 
Hass et al, 

20113 

 
Jin et al, 

20134 

 
Zakrzewsk 

et al, 20195 

 
 
 
 
 

 
Tejido 

adiposo 

 
 
 

Aisladas de 

material biológico 

generado de 

liposucción, 

lipoplastia o 

lipectomía6 

-Un gramo de tejido es capaz de 

producir aproximadamente 5,000 

células6 

 
-Es un recurso abundante y su 

obtención no conlleva inconvenientes 

éticos (subproducto de desechos 

quirúrgicos7). 

 
-Aproximadamente del 98-100% de las 

células obtenidas son viables7 

 

-Tiempo medio de duplicación de ± 

4 días8 

 

-Su expansión y diferenciación son 

afectadas por las características 

del donante, particularmente en 

linajes osteogénicos y 

condrogénicos7 

 

Kuhbier et 

al, 20106 

 
Choudhery 

et al, 20147 

 
Van 

Harmelen et 

al, 20048 
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Cordón 

Umbilical 

 

 
Son aisladas de la 

gelatina de 

Wharton (tejido 

que rodea los 

vasos 

umbilicales), la 

sangre del cordón 

umbilical y del 

subendotelio de la 

vena umbilical9 

 

 
-El tiempo medio de duplicación es de 

30 horas2 

 
-Método de recolección no invasivo10 

 

-El perfil de expresión génica es similar 

al de las células troncales embrionarias 

y poseen una autorrenovación más 

rápida que las células troncales 

derivadas de médula ósea11 

 
 
 

 
- En cultivo exhiben senescencia 

replicativa en el pase 1012 

-Tienen bajo potencial de 

diferenciación adipogénica2 

-No hay un procedimiento de 

aislamiento uniforme20 

 
Venugopal 

et al, 201120 

Weiss & 

Troyer, 

20069 

Nagamura- 

Inoue & He, 

201410 

Fong et al, 

201111 

Heo et al, 

201612 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Placenta y 

Membranas 

fetales 

 
 
 
 
 
 

 
Aisladas de 

regiones de la 

placenta: 

epitelial amniótica, 

mesenquimatosa 

amniótica, 

mesenquimatosa 

coriónica y 

trofoblástica 

coriónica13 

-Son tejidos descartados del 

nacimiento14 

-Las células mantienen un cariotipo 

normal en pasajes tardíos15 

-Expresan marcadores de células 

troncales embrionarias como Oct-4 y 

SSEA-416 

 
-La expansión de las células 

placentarias es mayor que las células 

derivadas de médula ósea16 

 
-Se han logrado expandir con éxito 

hasta el pase 1417 

 
- Bajo riesgo para desarrollar tumores 

 
19 

 

 

-Liberan citosinas antiinflamatorias 

como interleucinas 4, 5, 9, 10 y 1319 

 
 
 
 
 
 

-Tienen menor potencial de 

diferenciación a linajes 

adipogénicos17 

 
-Falta de estudios comparativos 

entre las diversas fuentes de 

obtención de hMSCs 18 

 
-Aún no se identifica la fuente 

óptima para aplicaciones clínicas 

específicas18 

Parolini et 

al, 200813 

 
Pittenger et 

al, 201914 

 
Pipino et al, 

201315 

 
In 't Anker et 

al, 200416 

 
Barlow et al, 

200817 

 
Prockop et 

al, 201218 

 
Siddesh et 

al, 202119 

 

MSCs derivadas de la placenta y de las membranas fetales 

 
Como se puede apreciar en los datos de la tabla 1, las MSCs derivadas de placenta 

y de las membranas fetales poseen ventajas respecto a las células derivadas de 

médula ósea como la ausencia de procedimientos quirúrgicos dolorosos y riesgosos 

ya que son tejidos destinados a ser un desecho quirúrgico posterior al parto 

(Pittenger, 2008) y tiene un mayor potencial de proliferación (hasta 14 pases por 

160 días) en comparación con MSCs derivadas de médula ósea (3 pases por 60 
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días; Barlow et al, 2008). Otra de sus ventajas es la gran cantidad de MSCs que se 

pueden llegar a obtener, por ejemplo, se ha reportado que a partir de una sola 

placenta se producen hasta 7,000 dosis clínicas de MSCs para terapia (Timmins et 

al, 2012), sus propiedades no se comprometen por factores del donante como su 

edad (Choudhery et al, 2014) y comparten características de células troncales 

embrionarias al expresar los marcadores Oct-4 y SSEA-4 (In 't Anker et al, 2004), a 

diferencia de las células obtenidas del cordón umbilical (Heo et al, 2016) y médula 

ósea (Jin et al, 2013) que presentan senescencia prematura, lo que conduce a 

procesos de apoptosis (Sabapathy et al, 2012). 

 

Poblaciones de MSCs aisladas de placenta 

 
El desarrollo de la placenta humana inicia a partir del trofectodermo (capa externa 

del embrión previa a la implantación) que se forma cinco días posteriores a la 

fertilización. En esta etapa el embrión es segregado en la masa celular interna y el 

trofectodermo polar que se adhiere al endometrio. Posterior a la implantación, el 

sincitio primario hace que el endometrio se transforme en la decidua, mientras que 

las células citotrofoblásticas proliferan para formar vellosidades que se convierten 

en el espacio intervelloso, haciendo que el blastocisto se encuentre cubierto por tres 

capas: la placa coriónica, las vellosidades (encargadas de transportar los nutrientes 

y el oxígeno de la madre al embrión) y la cubierta formada por el citotrofoblasto. 

Cuando la cubierta entra en contacto con la decidua, las células migran de la 

cubierta a la decidua y de esta manera al finalizar el primer trimestre se establece 

la placenta (Turco & Moffett, 2019). 

 
Con el avance en el estudio de la estructura y funcionamiento de la placenta, se 

estableció el primer taller internacional de células troncales derivadas de placenta 

donde determinaron la división de la placenta en cuatro regiones: epitelial amniótica, 

mesenquimatosa amniótica, mesenquimatosa coriónica y trofoblástica coriónica 

(Figura 2). De las regiones se pueden obtener cuatro poblaciones celulares con 

características de células troncales: las células epiteliales amnióticas, las células 
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estromales del mesenquimal amniótico y coriónico y las células trofoblásticas 

coriónicas humanas (Parolini et al, 2008). 

 
 
 

Figura 2. Composición de la placenta humana, de los anexos fetales y sitios para la derivación 

de MSCs. La placenta humana está formada por una zona fetal (placa coriónica) y una zona 

materna (placa basal). En la membrana amniocoriónica se encuentran el amnios que a su vez 

está constituido por una capa de epitelio estratificado y el mesénquima amniótico que se 

subdivide en el epitelio, la capa compacta, la capa de fibroblastos y la capa intermedia 

esponjosa. De igual forma en la membrana se localiza el corion que comprende la región 

mesenquimatosa coriónica (capa reticular) y la zona trofoblástica coriónica que origina a los 

trofoblastos. La placa basal es una superficie que surge de la separación entre la placenta y la 

pared uterina durante el parto y se compone de trofoblastos fetales extravellosos, células 

inmunitarias y células estromales deciduales. 

 

La región epitelial amniótica surge del epiblasto antes de que inicie la gastrulación 

y ocho días después del proceso de fertilización, se encuentra cercana al feto y 

conserva la plasticidad de las células embrionarias (Miki et al, 2005), la región 

mesenquimatosa amniótica juega un papel fundamental en el mantenimiento de la 

tolerancia materno-neonatal, su morfología es similar a los fibroblastos y tiene 

propiedades inmunomoduladoras (Li et al, 2020). Por otra parte, en el área 
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mesenquimatosa coriónica se encuentra una membrana unida al amnios por medio 

de una capa esponjosa de fibras de colágeno (Koo et al, 2012). En la región 

trofoblástica coriónica se localizan las células trofoectodérmicas que pueden 

derivarse en sincitiotrofoblastos que son una capa celular que cubre la superficie 

externa de las vellosidades y su función es intercambiar nutrientes y gases en la 

placenta humana y producir hormonas como la gonadotropina (Yabe et al, 2016), 

mientras que los trofoblastos extravellosos tienden a migrar hacia el tejido decidual 

o los vasos sanguíneos maternos para que la arteria materna mantenga un flujo 

sanguíneo en los espacios intervellosos suficiente para una adecuada función 

placentaria (Fujiwara et al, 2005). 

 
Las MSCs derivadas de placenta han demostrado representar una población 

homogénea de células con potencial para el desarrollo terapéutico por sus 

propiedades inmunológicas, diferenciación, proliferación y un bajo riesgo en la 

formación de tumores, por lo tanto, han sido consideradas como un recurso seguro 

para aplicaciones como la ingeniería de tejidos (Siddesh et al, 2021). 

 

Aplicaciones terapéuticas y estudio de las MSCs 
 

Como ya se ha mencionado, las MSCs representan un recurso emergente para la 

terapia celular regenerativa que contribuye a comprender los mecanismos que 

envuelven a las enfermedades y proporcionar alternativas de tratamientos (Bai, 

2020). A continuación, se citarán ejemplos de su uso en diversas ramas médicas. 

 
En el desarrollo de modelos de cáncer (sarcomagénesis), han proporcionado 

información sobre su etiología y patogénesis relacionada al estrés oxidativo y 

muerte celular con lo cual eventualmente se planea implementar terapias más 

efectivas (Rodríguez et al, 2012). En enfermedades cardiovasculares, se ha 

demostrado que las MSCs son capaces de estimular la formación de redes 

vasculares al promover la actividad de los pericitos que ayudan a las células 

endoteliales en su proceso de maduración y contribuyen a la vascularización (Cai 

et al, 2009). A su vez, en modelos de lesión cardíaca de ratón las MSCs derivadas 
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de médula ósea, promovieron la reparación cardiaca y la liberación de factores que 

estimularon procesos de angiogénesis y arteriogenesis (Gomes et al, 2013). En 

estudios posteriores, Ju y colaboradores evidenciaron la capacidad de las células 

para secretar exosomas cardiacos con la finalidad de incrementar la angiogénesis 

y restablecer la función cardíaca a través de la proliferación de los cardiomiocitos 

(Ju et al, 2018). Por otra parte, un estudio de meta-análisis confirmó los efectos 

terapéuticos de las MSCs en afecciones cardiacas como infarto agudo al miocardio 

y miocardiopatía isquémica crónica (Jeong et al, 2018). 

En padecimientos neurodegenerativos, las MSCs promueven la neurogénesis en 

modelos neurotóxicos y disminuyen el tiempo de progresión de enfermedades como 

Parkinson y Alzheimer (Urrutia et al, 2019). Ejemplo de ello es la administración de 

MSCs que impulsó la diferenciación de precursores neurales a neuronas 

dopaminérgicas e incrementó la supervivencia neuronal, en modelos tanto in vitro 

como in vivo de la enfermedad de Parkinson mediante el uso de las neurotoxinas 

MPP (1-metil-4-fenilpiridinio) y MPTP (1-metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina). 

Asimismo, se observó un aumento significativo en la expresión de EGF (regulador 

en el proceso de neurogénesis) y se consideró como el principal responsable de los 

efectos neuroprotectores en ambas condiciones (Park et al, 2012). 

 
En padecimientos como la esclerosis lateral amiotrófica, la inyección de MSCs 

autólogas en siete pacientes contribuyó a disminuir la velocidad de progresión de la 

enfermedad sin la presencia de efectos adversos característicos de las terapias 

farmacológicas, confirmando que las células fueron seguras y funcionales hasta los 

doce meses de seguimiento (Oh et al, 2015). Por otra parte, en un modelo de la 

enfermedad de Alzheimer mediante la línea de neuroblastoma humano SH-SY5Y, 

las MSCs indujeron una actividad neuroprotectora al aumentar la viabilidad celular, 

la cantidad de autofagosomas y mitigar los niveles de la toxina β-amiloide (Shin et 

al, 2014). 

 
Investigaciones posteriores han sugerido el uso de las MSCs como una posible 

fuente de células troncales neurales, por medio de la inducción neuronal de 
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poblaciones aisladas a partir de la gelatina de Wharton, las cuales fueron cultivadas 

con FGF, EGF, y suplementos asociados a la neurogénesis como N2 y B27 

(Kruminis-Kaszkiel et al, 2020). Asimismo, se ha comprobado su habilidad para 

diferenciarse a destinos neuronales (astrocitos, oligodendrocitos y neuronas) y 

modelar afecciones neurológicas (Urrutia et al, 2019) como la esclerosis lateral 

amiotrófica (Joyce et al, 2010), la esclerosis múltiple (Wilkins et al, 2009), la 

enfermedad de Parkinson y el Alzheimer con resultados prometedores (Paradisi et 

al, 2014). 

 
Recientemente, en la lesión pulmonar causada por el SARS-CoV-2, en donde se ha 

reportado un incremento de las respuestas inflamatorias y en la producción de 

mediadores proinflamatorios (IL-6, IL-1, TNF-α e interferón) asociados al estrés 

oxidativo (Sun et al, 2020), las MSCs se han posicionado como una alternativa de 

tratamiento a la neumonía (uno de los síntomas más graves en la enfermedad) ya 

que la administración intravenosa a siete pacientes por un lapso de 14 días, provocó 

una disminución significativa en los síntomas desde el segundo día de tratamiento. 

Los resultados demostraron que el trasplante fue seguro y eficaz para tratar a 

pacientes con neumonía provocada por el SARS-CoV-2 (Leng et al, 2020). 

 
Por lo que se refiere a su posible uso clínico, existe evidencia que ha demostrado 

la seguridad de las MSCs, ejemplo de ello es el estudio de Hernigou y colaboradores 

que realizaron el seguimiento a 1,873 personas que recibieron progenitores 

estromales autólogos procedentes de médula ósea en un periodo de 

12.5 años. El grupo de investigadores no encontró un aumento en el riesgo de la 

formación de tumores en los sitios de tratamiento o áreas subsecuentes, 

concluyendo que la aplicación de MSCs en humanos es segura (Hernigou et al, 

2013). 

 
Finalmente, es importante mencionar el impacto terapéutico que han demostrado 

las MSCs in vitro e in vivo, el cual puede verse reflejado a través de los numerosos 

ensayos clínicos registrados en ClinicalTrials.gov, cuya última consulta en el año 
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2021 indicó un total de 1,285 estudios en diferentes fases (fase I a fase IV) que 

evalúan el potencial terapéutico de las MSCs en todo el mundo. Para ser más 

específicos, 258 se encontraban en reclutamiento, 55 estaban suspendidos o 

retirados, 435 ya habían finalizado y el resto se encontraban en fase activa. Como 

se puede apreciar, la aparición de MSCs en estudios clínicos ha incrementado en 

el transcurso de los años, ya que en el año 2015 el total de estudios registrados fue 

de 463 y únicamente siete tenían resultados finales concluyentes, a diferencia del 

año 2021 (Ullah et al, 2015). 

 

Aplicación de MSCs en el desarrollo de fármacos y terapias 

 
Debido a sus características, la comunidad científica ha dirigido sus esfuerzos al 

descubrimiento, desarrollo y validación de fármacos u objetivos terapéuticos 

(Nirmalanandhan & Sittampalam, 2009). Como ejemplo de ello se encuentran los 

modelos de enfermedades que emplean células troncales pluripotentes inducidas 

(iPSCs) que permiten generar MSCs específicas de pacientes para estudiar y tratar 

padecimientos de interés en forma personalizada (Yang et al, 2019). Por ejemplo, 

en pacientes con fibrodisplasia osificante progresiva, las iPSCs derivadas de MSCs 

permitieron representar fenotípicamente dicha condición para evaluar la actividad 

de la molécula activina A, dando como resultado el incremento en su expresión y a 

su vez posicionándola como una opción para promover la condrogénesis en 

modelos celulares (Hino et al, 2015). 

 
Las MSCs también pueden ser utilizadas como una plataforma para identificar la 

toxicidad de compuestos terapéuticos, garantizando que los fármacos sean seguros 

y disminuyendo la posibilidad de no ser aprobados al llegar a la etapa de ensayos 

clínicos (Sharma et al, 2015). En el año 2016, Lo Cicero y colaboradores realizaron 

un estudio en MSCs derivadas de iPSCs para investigar terapias efectivas contra el 

síndrome de progeria de Hutchinson-Gilford causado por una mutación genética que 

produce una forma anormal de la proteína progerina. Los resultados de la 

investigación permitieron identificar cuatro moléculas capaces de disminuir la 



14 

 

 

expresión de la proteína. Por otro lado, con el avance en estudios acerca de islotes 

pancreáticos, científicos han conseguido generar clústeres semejantes a islotes 

derivados de MSCs y emplearlos como modelos in vitro para análisis de 

citotoxicidad, detección de fármacos y evaluación de sus efectos terapéuticos con 

el objetivo de establecer tratamientos eficaces para pacientes con diabetes mellitus 

(Kharat et al, 2021). 

 
Con los avances en el desarrollo tecnológico y las evidencias mostradas en estudios 

previos, es posible considerar a las MSCs como un modelo útil y eficaz para 

descubrir y optimizar candidatos terapéuticos (Kitambi & Chandrasekar, 2011). Sin 

embargo, con el desarrollo de enfermedades cada vez más complejas relacionadas 

al estrés oxidativo, las terapias actuales no han sido capaces de abarcar los 

múltiples mecanismos responsables del origen y desarrollo de este tipo de 

enfermedades, así que es necesario implementar nuevas estrategias que logren 

detener los daños oxidativos al incidir en la mayor cantidad de objetivos posibles 

(DiMasi et al, 2016). Por lo tanto, investigadores han dirigido su interés en 

compuestos capaces de reducir las ROS y el estrés oxidativo como los 

nutracéuticos, que son alimentos que brindan beneficios para la salud más allá de 

sus funciones nutricionales básicas sin provocar efectos secundarios que afecten la 

calidad de vida de los pacientes (DeFelice, 1995). 

 

Nutracéuticos como aplicación terapéutica emergente 

 
Desde el desarrollo de la industria farmacéutica a finales del siglo XX, la medicina 

se centraba en la producción de fármacos bajo un modelo de monoterapia en el que 

buscaban dirigir los medicamentos a un objetivo y con un solo fármaco (Efferth & 

Koch, 2011). Dicho método consiste en la identificación y aislamiento del principio 

activo, el cual se fabrica, sintetiza o se modifica para incrementar sus propiedades, 

seguridad y eficacia (Lila & Raskin, 2005). Este tipo de tratamientos pueden aliviar 

los síntomas, pero son muy costosos, conllevan efectos secundarios y con el 

surgimiento de enfermedades cada vez más complejas (crónico-degenerativas), fue 
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inevitable modificar el enfoque predominante desde el siglo XX para dirigir las 

investigaciones al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas capaces de actuar 

sobre múltiples objetivos y ser más accesibles (DiMasi et al, 2016). 

 
Por lo tanto, los investigadores han utilizado los antioxidantes como una fuente de 

nutracéuticos por su capacidad para neutralizar los radicales libres a través de 

mecanismos como el metabolismo de los lípidos, la restauración del funcionamiento 

de las membranas oxidadas, la disminución en la producción de ROS y así 

proporcionar un mecanismo de defensa efectivo contra los daños ocasionados por 

el estrés oxidativo (Berger, 2005). Este tipo de enfoque posee ventajas al ser 

natural, seguro para consumo, menos costoso y puede utilizarse de forma 

preventiva o como terapia contra padecimientos crónico-degenerativos (Santana et 

al, 2019). Como consecuencia, ha surgido una nueva área de investigación que 

estudia combinaciones de compuestos antioxidantes para generar efectos más 

potentes al atacar diferentes síntomas u objetivos de forma simultánea, lo cual 

podría proporcionar una opción de tratamiento a enfermedades complejas 

relacionadas al estrés oxidativo mitocondrial como cáncer, Alzheimer y lesiones 

cardiovasculares (Efferth & Koch, 2011). Sin embargo, su utilización debe 

acompañarse con herramientas de análisis estadístico que permitan una selección 

adecuada de las concentraciones de cada componente en la mezcla con la finalidad 

de reducir la cantidad de experimentos, incrementar las propiedades de cada 

molécula y evitar que las interacciones entre ellas no limiten su funcionalidad (Ye et 

al, 2016). 

 

Diseño Box Behnken 
 

Las herramientas quimiométricas son consideradas como una disciplina que utiliza 

métodos matemáticos y estadísticos para el diseño, selección de procedimientos y 

optimización de experimentos para proporcionar mayor información mediante el 

análisis de datos, por lo que reducen el número de experimentos, disminuyen los 

gastos y el tiempo para la obtención de resultados (Ferreira et al, 2007). Estos 

métodos permiten evaluar la relevancia y significancia estadística de los objetos de 
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estudio mediante el uso de estrategias de optimización univariada o multivariada 

(Box et al, 2005). Este tipo de técnicas son conocidas como análisis de superficies 

de respuesta, los cuales mediante un diseño de experimentos tienen como objetivo 

seleccionar los puntos adecuados donde se establece la respuesta, lo que ofrece la 

determinación de la interacción entre variables independientes, un modelo 

matemático del sistema y la reducción de ensayos como se mencionó anteriormente 

(Boyacı, 2005). 

 
Los diseños de Box Behnken son análisis de superficie de respuesta que 

proporcionan información sobre los efectos de las variables independientes 

utilizadas en un experimento con un número mínimo de corridas requeridas. Estos 

diseños se componen por tres niveles -1, 0, 1 (bajo, medio y alto), pueden aplicarse 

para un rango de factores entre 3 y 21, y es posible utilizar factores numéricos o 

categóricos, siendo estos últimos los que generan un mayor número de corridas 

(Zhu et al, 2009). Para realizar un procedimiento de optimización de múltiples 

variables, es necesario identificar los dos tipos de variables: la dependiente (variable 

de respuesta) y las independientes (factores que inciden en la respuesta; Ferreira 

et al, 2007). Al utilizar el diseño se logran evitar los experimentos realizados en 

condiciones extremas que pueden brindar resultados insatisfactorios (Ferreira et al, 

2007), por lo que este tipo de análisis estadístico en el área farmacéutica se ha 

dirigido a mejorar el rendimiento de los tratamientos terapéuticos (Zhu et al, 2009). 

Como ejemplo de ello, ha sido empleado para optimizar métodos de extracción de 

antioxidantes (Abd-El-Aziz et al, 2022), realizar formulaciones farmacéuticas que 

han permitido incrementar la disponibilidad, solubilidad (Nagaraj et al, 2017; Kumari 

et al, 2021) y mejorar la administración de fármacos al reducir el tiempo de liberación 

y desintegración de compuestos terapéuticos (Venkata et al, 2021; Sharaf et al, 

2021). 

 
Por otra parte, con la creciente demanda de pacientes que presentan enfermedades 

relacionadas al estrés oxidativo, el diseño ha sido aplicado al estudio de moléculas 

antioxidantes capaces de reducir las ROS y el daño producido por exceso de 
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reacciones oxidativas mediante la optimización en métodos para su extracción como 

el empleado para obtener el polisacárido de Rhododendron arboreum, cuyo 

incremento del 11,56% confirmó que el modelo es confiable, adecuado y preciso 

(Ahmad et al, 2020). Sin embargo, hasta donde se tiene conocimiento, el diseño 

Box Behnken no ha sido utilizado para formulaciones terapéuticas de compuestos 

antioxidantes. 

 

Estrés oxidativo 

 
En los procesos biológicos las especies reactivas de oxígeno (ROS) como el radical 

hidroxilo, anión superóxido y peróxido de hidrógeno, se producen por medio del 

oxígeno molecular como resultado del metabolismo celular normal y pueden 

dividirse en los radicales libres que son moléculas con uno o más electrones 

desapareados que dan reactividad a la molécula y en formas no radicales cuando 

dos radicales libres comparten sus electrones desapareados (Birben et al, 2012). 

 
El anión superóxido se origina con la adición de un electrón al oxígeno molecular 

por la enzima NADPH oxidasa o la xantina oxidasa, esta reacción ocurre 

principalmente en las mitocondrias por ser el sitio donde se produce el ATP y como 

consecuencia del 1 al 3% de los electrones que participan en el metabolismo 

energético se escapan de la cadena de transporte de electrones mitocondrial para 

convertirse en superóxido (Miller et al, 1990). Posteriormente, por la enzima 

superóxido dismutasa, el superóxido se transforma en peróxido de hidrógeno para 

difundirse a través de la membrana plasmática (Dupuy et al, 1991). Por medio de la 

reacción de Fenton y en presencia de metales como hierro o cobre, el peróxido de 

hidrógeno puede descomponerse en el radical hidroxilo (la molécula más reactiva 

de las ROS) y causar daños en proteínas (fragmentación de cadenas peptídicas, 

alteración de la carga eléctrica, el mal plegamiento de las proteínas y la oxidación 

de aminoácidos) lípidos, carbohidratos y el ADN (degradación de bases, rupturas 

de cadena, mutaciones, deleciones o translocaciones; Liochev & Fridovich, 2002). 
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Estas moléculas son generadas como subproductos metabólicos y su actividad es 

necesaria para procesos como la fosforilación oxidativa, la activación de factores 

transcripcionales, los procesos de diferenciación y la apoptosis, por lo que son 

fundamentales para el desarrollo celular (Navarro-Yepes et al, 2014). Sin embargo, 

cuando existe una sobreproducción de las ROS, los niveles de antioxidantes 

disminuyen y se produce un desequilibrio que tiene como consecuencia la 

destrucción de macromoléculas (Roehrs et al, 2011). 

 
Los antioxidantes son la principal línea de defensa contra el estrés oxidativo por su 

capacidad para controlar la autooxidación al interrumpir la formación y propagación 

de los radicales libres a través de mecanismos como la eliminación de especies 

(anión superóxido) que dan inicio a la peroxidación, lo que detiene la formación de 

peróxidos y radicales hidroxilos (Gaschler & Stockwell, 2017). Motivo por el que han 

sido utilizados como tratamiento para contrarrestar los daños provocados por el 

exceso de reacciones oxidativas (Pizzino et al, 2017). 

 

Enfermedades relacionadas al estrés oxidativo 

 
El estrés oxidativo provoca que las vías de señalización y múltiples procesos 

biológicos se vean afectados al modificar proteínas, promover reacciones 

inflamatorias, inducir apoptosis y producir la desregulación de la autofagia. 

Adicionalmente, afecta la función mitocondrial, haciendo que la progresión 

patológica se acelere, exacerbando los síntomas de las enfermedades (Forman & 

Zhang, 2021). 

 
El estrés oxidativo está relacionado a diversos padecimientos como las 

enfermedades neurodegenerativas; induciendo una disfunción progresiva y muerte 

de células neurológicas por el plegamiento incorrecto de proteínas como α- 

sinucleína y β-amiloide asociadas a padecimientos como Parkinson y Alzheimer 

(Wang & Michaelis, 2010), enfermedades cardiovasculares mediante el incremento 

en la producción de ROS y la apoptosis de cardiomiocitos (Senoner & Dichtl, 2019), 



19 

 

 

así como en padecimientos como el cáncer, provocando una alteración en las vías 

de transducción de señales que conlleva a daños en el ADN, activando procesos 

inflamatorios, transformando las células normales en tumorales y aumentando su 

proliferación y metástasis (Tabla 2; Hayes et al, 2020). 

 
Tabla 2. Relación del estrés oxidativo con la fisiopatología de diversas 

enfermedades 
 

Padecimiento Efectos del estrés oxidativo Referencias 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Enfermedades 

neurodegenerativas 

 
 

Las células del cerebro son más vulnerables a los efectos adversos del estrés 

oxidativo, principalmente por sus altos requerimientos energéticos que son 

obtenidos a través de la fosforilación oxidativa, lo que expone a las células a 

altas concentraciones de oxígeno y procesos oxidativos1. 

 
La acumulación de iones metálicos catalizadores de ROS, el exceso de 

oxidación de ácidos grasos polinsaturados y el bajo contenido de defensas 

antioxidantes del cerebro provocan una pérdida de la homeostasis celular, lo 

que promueve la acumulación de ROS, disfunción mitocondrial y muerte 

neuronal2. 

 
En las mitocondrias la liberación del citocromo C, desencadena la acción del 

factor de activación de proteasa apoptótica 1 (Apaf1) capaz de unirse al 

apoptosoma en el citoplasma. Dicha unión activa las vías de las caspasas 3, 

9 y las proteínas proapoptóticas que permiten la apertura del poro de 

transición de permeabilidad mitocondrial, provocando la muerte neuronal3. 

 
 
 
 

Dinkova- 

Kostova et al, 

20101 

 
 
 
 

 
Finkel & 

Holbrook, 

20002 

 
 
 
 

 
Wu et al, 20193 

 
 
 
 
 
 
 
 

Enfermedades 

Cardiovasculares 

 
 

El mal funcionamiento de la cadena de transporte de electrones mitocondrial 

provoca la sobreproducción de ROS y con ello la oxidación de lípidos y 

proteínas, causando daño celular que se refleja en padecimientos como la 

aterogénesis que involucra disfunción endotelial, inflamación de vasos 

sanguíneos y acumulación de lipoproteínas4. 

 
El miocardio tiene la capacidad de cambiar el consumo de lípidos a glucosa 

como recurso energético para mantener una estabilidad en la producción de 

ATP por medio de los cardiomiocitos, actividad regulada por señalizaciones 

dependientes de insulina. Sin embargo, en pacientes con insuficiencia 

cardiaca la señalización se interrumpe generando la pérdida de flexibilidad 

metabólica y con ello compromete la estabilidad de los niveles de ATP, 

provocando su agotamiento5. 

 
 
 

Victor et al, 

20094 

 
 
 
 

 
Stanley, 20055 

 
 
 
 
 

 
Mughal et al, 

20126 
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Enfermedades 

cardiovasculares 

 
La disfunción mitocondrial provocada por un aumento del estrés oxidativo y 

la depleción del ATP conllevan al incremento del calcio citosólico, lo que 

induce la apertura del poro de transición de permeabilidad mitocondrial y la 

reducción de la autofagia6. Como consecuencia las mitocondrias defectuosas 

se acumulan en los cardiomiocitos causando apoptosis y dando origen a 

procesos de isquemia por la muerte de células del músculo cardiaco7. 

 
 
 
 

Campos et al, 

20167 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cáncer 

 
El estrés oxidativo y las citosinas inflamatorias como el TNFα y la IL-6 son 

capaces de activar el factor de transcripción NF-kB y aumentar la tasa de 

proliferación de células cancerígenas8. La respuesta inflamatoria induce la 

activación de células epiteliales e inmunes que desencadenan una mayor 

generación de ROS a través de la NADPH oxidasa que pueden dañar el ADN, 

causando mutaciones que dan inicio a la formación de tumores9. 

 
La disfunción mitocondrial contribuye al desarrollo del cáncer a través de los 

siguientes mecanismos: 

-Generación de ROS que provocan defectos del ADN mediante la activación 

de vías de señalización oncogénica10 

-Acumulación de oncometabolitos como el fumarato, succinato y 2- 

hidroxiglutarato11 

-Función aberrante de procesos como la permeabilización de la membrana 

externa mitocondrial y la permeabilidad mitocondrial, ambos necesarios para 

la supervivencia de precursores oncogénicos12 

 
 
 

Hussain et al, 

20038 

 
Landskron et 

al, 20149 

 

 
Gaude & 

Frezza, 201410 

 

 
Izzo et al, 

201611 

 
Porporato et al, 

201812 

 

Como se menciona anteriormente, las enfermedades comparten un mecanismo en 

común denominado estrés oxidativo, el cual incide directamente en las mitocondrias 

(Reddy & Reddy, 2011) y se manifiesta con el incremento en la actividad de vías 

inflamatorias (Landskron et al, 2014), el mal funcionamiento en la cadena de 

transporte de electrones (Stanley, 2005), la sobreproducción de ROS (Victor et al, 

2009) y la muerte celular (Campos et al, 2016). 

 
Las mitocondrias como organelo blanco de las ROS 

 

Las mitocondrias son las responsables de la producción de energía y están 

involucradas en diversos procesos celulares, por lo tanto, un mal funcionamiento 

puede resultar en una pérdida del mantenimiento del potencial de membrana, 

alteraciones en la cadena de transporte de electrones o una reducción en el traslado 

de metabolitos indispensables, resultando en una fosforilación oxidativa deficiente, 

la reducción en la producción de ATP y disfunción mitocondrial (Nicolson, 2014). 
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Las mitocondrias son altamente vulnerables a los efectos del estrés oxidativo por 

tres razones principales: 1) son la maquinaria energética celular encargada de 

generar ROS continuamente como producto de sus reacciones, haciendo que sus 

componentes como el ADN, proteínas y las membranas sean susceptibles a daños 

por agresiones oxidativas como se muestra en la figura 3 (Martin, 2012), 2) las 

proteínas mitocondriales debido a la presencia de grupos de hierro-azufre en su 

estructura, las hace candidatas a la inactivación oxidante (Dahm et al, 2006) y 3) los 

fosfolípidos que conforman las membranas mitocondriales se componen de ácidos 

grasos insaturados, los cuales son propensos a la peroxidación lipídica inducida por 

ROS (Haines & Dencher, 2002). 

Figura 3. Efecto del estrés oxidativo en las mitocondrias. La sobreproducción de ROS provoca 

el mal funcionamiento en las mitocondrias por la actividad defectuosa de los complejos 

mitocondriales II y III, lo que incrementa la liberación del citocromo C, desencadenando la 

apoptosis. Por otra parte, ROS promueve la actividad de citosinas proinflamatorias (TNF-α e 

interleucinas 8 y 12) que activan la vía inflamatoria NF-kB involucrada en enfermedades 

cardiovasculares, neurodegenerativas y cáncer. A nivel nuclear el estrés oxidativo disminuye la 
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expresión de genes mitocondriales que repercuten en la producción de enzimas antioxidantes 

(superóxido dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa) y en una menor producción de ATP, 

causando disfunción mitocondrial. 

 
A través de la evolución, el cuerpo humano ha desarrollado un organelo que posee 

un mecanismo de defensa antioxidante capaz de neutralizar los radicales libres, 

mantener un estado de homeostasis en el organismo y evitar que los subproductos 

reactivos se acumulen y detonen el estrés oxidativo, conocido como mitocondria 

(Tan et al, 2018). Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo las defensas 

antioxidantes producidas por este organelo no son capaces de mantener la 

homeostasis celular y se produce la disfunción mitocondrial (Apostolova & Victor, 

2015). Este fenómeno ha provocado un interés por comprender el funcionamiento 

de los antioxidantes a nivel celular para transformarlos en terapias que permitan 

restaurar la fisiología normal en entornos prooxidantes, a través del uso de modelos 

celulares como las MSCs, donde se ha demostrado que procesos como la 

proliferación y el envejecimiento están fuertemente relacionado con el estrés 

oxidativo, por ello la neutralización de ROS es fundamental para conservar un 

estado de equilibrio indispensable para su proliferación in vitro (Liao et al, 2019). 

 

Moléculas con efecto antioxidante 
 

Los antioxidantes son moléculas que tienen la capacidad de disminuir la producción 

de radicales libres o neutralizarlos al absorber el electrón desapareado para 

transformarlo en un radical menos reactivo (Tan et al, 2018). Los antioxidantes 

endógenos son enzimas como glutatión peroxidasa y catalasa, cuya expresión está 

determinada de manera genética por lo que es difícil incrementarla con fármacos 

sintéticos (Roehrs et al, 2011). En cambio, antioxidantes exógenos son capaces de 

suministrarse en los alimentos o de forma comercial con la finalidad de estimular las 

defensas antioxidantes a nivel celular (Huber et al, 2007). Como se puede apreciar, 

los mecanismos endógenos son fundamentales para contrarestar el daño inducido 

por el estrés oxidativo, pero son superados por la producción excesiva de ROS, por 

ello antioxidantes exógenos han sido empleados para fortalecer las defensas del 
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organismo (Roehrs et al, 2011). Dentro de las moléculas exógenas más estudiadas 

por demostrar efectos protectores contra el estrés oxidativo destacan el resveratrol 

(Salehi et al, 2018), la coenzima Q10 (Gutierrez et al, 2020) y el ácido α-lipoico 

(Huang et al, 2017). 

 

Resveratrol 
 

Es un compuesto fenólico natural que se encuentra en una amplia variedad de 

especies de plantas, dentro de sus propiedades destacan la expresión de genes 

involucrados en la biogénesis mitocondrial, la fosforilación oxidativa, la defensa 

antioxidante endógena y la regulación de vías de señalización celular dirigidas a 

controlar la homeostasis como la proteína quinasa activada por AMP (AMPK), la 

sirtuina 1 (SIRT1) y genes relacionados al co-activador (PGC-1α) descrito como el 

regulador por excelencia de las funciones mitocondriales y el metabolismo oxidativo 

(Ferretta et al, 2014). 

 
En modelos neurodegenerativos, la actividad antioxidante de resveratrol se atribuye 

a sus efectos protectores contra la neurotoxicidad inducida, al reducir la liberación 

de componentes proinflamatorios como TNF-α mediante la inhibición de la vía NF- 

κB y la inhibición de la vía apoptótica p38 (Zhang et al, 2010). Por otra parte, se ha 

reportado que activa el factor de transcripción Nrf-2 responsable de regular la 

producción de antioxidantes como glutatión y hemo oxigenasa (HO-1; Chen et al, 

2005) y el gen SIRT 1 cuya sobreexpresión es capaz de reducir la muerte celular 

(Albani et al, 2009). 

 
En MSCs derivadas de médula ósea, la suplementación con resveratrol estimuló la 

diferenciación osteoblástica, regulando positivamente la expresión de genes 

osteogénicos y disminuyó la apoptosis al bloquear la vía p38 (Dai et al, 2007; Li et 

al, 20191). En estudios posteriores, su efecto antioxidante ha sido evaluado sobre 

la senescencia, autorrenovación y multipotencia, cuyos resultados demostraron una 

reducción en el envejecimiento, un aumento en la proliferación y la reducción en la 

muerte celular mediante la activación de SIRT1 y la inhibición de p53 y p16 (Hu & 
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Li, 2019). Por otra parte, el resveratrol promovió la división celular y la secreción de 

factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor 

de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento de 

hepatocitos (HGF) en cultivos de MSCs (Prakoeswa et al, 2020). 

 
Los efectos asociados al resveratrol son posibles por su capacidad de activar la vía 

AMPK (Figura 4) conocida por funcionar como un regulador de energía celular y 

supervivencia en condiciones de estrés oxidativo, acción que se refleja al inhibir la 

inflamación producida por la vía NFkB, reducir proteínas proapoptóticas (p38, p53 y 

p16) y estimular la producción de antioxidantes y coactivadores que controlan la 

biogénesis mitocondrial como el PGC-1α (Chiang et al, 2018). 

 

Figura 4. Mecanismo antioxidante del resveratrol a través de la activación de SIRT1. El 

resveratrol mediante la vía AMPK activa SIRT1 (enzima desacetilasa involucrada en la 

regulación celular), la cual promueve la actividad antioxidante al incrementar la expresión de 

enzimas antioxidantes (glutatión y superóxido dismutasa), disminuir la producción de proteínas 

proapoptóticas (p53, p38 y p16) y reducir la producción de citosinas (TNF-α e IL-6) responsables de 

activar la vía inflamatoria NF-kB, logrando restablecer la biogénesis mitocondrial. 
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Coenzima Q10 
 

Es una molécula lipofílica presente en todos los tejidos y células, se encuentra 

principalmente en la membrana mitocondrial interna y es la encargada de 

transportar electrones del complejo I y II al complejo III de la cadena respiratoria 

mitocondrial permitiendo el paso continuo de electrones, lo cual es esencial para el 

proceso de fosforilación oxidativa (Quinzii & Hirano, 2010). Por su participación a 

nivel mitocondrial, CoQ10 ha demostrado ser beneficiosa en el tratamiento de 

trastornos asociados a disfunciones mitocondriales causadas por exceso de ROS 

(Cornelius et al, 2017). Otra de sus propiedades consiste en proteger a las 

membranas celulares y las lipoproteínas plasmáticas contra la oxidación inducida 

por radicales libres, atribuyendo el efecto neuroprotector a su forma ubiquinol 

reducida (Quinzii & Hirano, 2010). La actividad antioxidante de esta molécula fue 

analizada años más tarde en un experimento donde provocaron la senescencia en 

MSCs mediante la toxina D-galactosa. El tratamiento consiguió reducir los niveles 

de ROS y la expresión de genes proapoptóticos como p53, p21 y p16, demostrando 

una protección eficaz contra el envejecimiento de células troncales (Zhang et al, 

2015). 

 
En otro estudio, la administración exógena de CoQ10 fue evaluada sobre MSCs 

expuestas a estrés oxidativo inducido por hierro. Los resultados mostraron un 

incremento en la cantidad de células y la reducción de la apoptosis (Kooncumchoo 

et al, 2006). Investigaciones más recientes sobre el papel antioxidante de la CoQ10 

permitieron estudiar su relación con la producción de otros antioxidantes, 

descubriendo que la molécula promueve la expresión de enzimas como superóxido 

dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa, HO-1 e impulsa las propiedades del 

factor de transcripción Nrf-2, cuya función es unirse a secuencias específica de ADN 

denominadas elementos de respuesta antioxidante para codificar enzimas 

antioxidantes responsables de conformar el mecanismo de defensa celular (S- 

Yousef et al, 2019). En MSCs derivadas de médula ósea, las propiedades de CoQ10 

fueron evidenciadas por el aumento en la proliferación celular, la diferenciación 

osteogénica y la expresión de marcadores osteoblastogénicos (Zheng et al, 2018). 
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De igual forma, se ha demostrado que la CoQ10 es capaz de inhibir el estrés 

oxidativo, previniendo la senescencia celular e impulsando la división celular (Wu et 

al, 2020; Zhang et al, 2015). 

 
Por otra parte, las MSCs suplementadas con CoQ10 al ser trasplantadas en un 

modelo de lesión en medula espinal y con la activación de la vía de señalización 

factor nuclear eritroide 2 (Nrf-2) consiguieron disminuir la expresión de proteínas 

proapoptóticas como Bax y caspasa-3, incrementar la expresión de proteínas 

antiapoptóticas como Bcl-2 y al mismo tiempo estimular la producción de 

antioxidantes como el glutatión en condiciones oxidativas provocadas por la 

exposición a peróxido de hidrógeno (Li et al, 20192). Todos estos hallazgos 

convergen en dos vías que hacen posible la acción antioxidante de CoQ10 (Figura 

5), la primera es la vía AMPK que funciona como un sensor altamente especializado 

en los niveles de nucleótidos de adenosina intracelulares, este sensor reconoce una 

disminución en la producción de ATP y activa la vía, promoviendo reacciones 

catabólicas para incrementar la generación de ATP como la glicólisis y reduciendo 

reacciones anabólicas como la gluconeogénesis (Mihaylova & Shaw, 2011). 

 
La segunda vía de señalización es la Nrf-2, que en presencia del estrés oxidativo 

Nrf-2 es liberada de la proteína 1 asociada a ECH similar a Kelck (Keap-1) para 

translocarse al núcleo donde se une a una secuencia específica de ADN conocida 

como elemento de respuesta antioxidante (ARE) y se activa la transcripción 

dependiente de ARE, produciendo enzimas antioxidantes como la HO-1 y NQO-1 

que reducen el estrés oxidativo mitocondrial (Zhao et al, 2019). Ambos mecanismos 

dan como resultado un incremento en las defensas antioxidantes y son capaces de 

restaurar la función mitocondrial al restablecer los niveles de ATP necesarios para 

que la función celular no se vea afectada, haciendo que el pretratamiento con 

CoQ10 adquiera mayor utilidad para estimular el crecimiento celular y mantener un 

estado de homeostasis en las células (Apostolova & Victor, 2015). 
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Figura 5. Mecanismo antioxidante de CoQ10 a través de las vías AMPK y Nrf-2. La coenzima 

Q10 es capaz de actuar mediante dos vías de acción 1) la vía AMPK que induce la expresión 

de enzimas antioxidantes que neutralizan el exceso de ROS y 2) la activación del factor de 

transcripción Nrf-2 responsable de regular la expresión de enzimas antioxidantes. En esta vía 

la subunidad adaptadora de la ubiquitina ligasa E3 (Keap1) funciona como un sensor de estrés 

oxidativo que en condiciones basales hace posible la ubiquitinación y degradación de Nrf-2, 

pero en presencia de estrés oxidativo Keap1 pierde esa capacidad y permite que Nrf-2 ingrese 

al citoplasma, se acumule en el núcleo y active la secuencia ARE para producir defensas 

antioxidantes. 

 
Ácido α-lipoico 

 
Es un compuesto disulfuro que se encuentra naturalmente en las mitocondrias como 

una coenzima para la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) y la enzima α- 

cetoglutarato deshidrogenasa (Maczurek et al, 2008). Esta molécula y su forma 

reducida, el ácido dihidrolipoico, actúan contra ROS al inhibir su formación debido a 

su propiedad para quelar metales tóxicos como el hierro, disminuyendo el estrés 

oxidativo (Camiolo et al, 2019). 

 
De igual forma, se ha reportado que el ácido α-lipoico está involucrado en funciones 

críticas de múltiples procesos biológicos que incluyen la estabilización y regulación 
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de complejos mitocondriales presentes en la cadena de transporte de electrones, la 

eliminación de ROS, la oxidación de moléculas como carbohidratos y aminoácidos 

y la coordinación del metabolismo energético (Park et al, 2014). 

 
Se ha descubierto que esta molécula antioxidante está involucrada en la vía Nrf-2 

al inhibir la actividad de PDK1 (quinasa dependiente de fosfoinositol), haciendo que 

la PDH pueda reducirse y liberar a Keap1 unido a Nrf-2 para que, al disociarse, Nrf- 

2 esté disponible e ingrese al núcleo para unirse a una secuencia específica de ADN 

y promover la expresión del antígeno nuclear de proliferación celular y enzimas 

antioxidantes como glutatión, hemo oxigenasa y superóxido dismutasa (Yue et al, 

2021) como se describe en la Figura 6. 

 
 

 
Figura 6. Mecanismo antioxidante del ácido α-lipoico a través de la vía Nrf-2. El ácido α-lipoico 

actúa contra el estrés oxidativo mediante la inhibición de la vía PDK1, permitiendo que la PDH 

pueda liberar la subunidad Keap1 para unirse a Nrf2 y activar la expresión de enzimas 

antioxidantes como glutatión, superóxido dismutasa, PCNA, HO-1 y a su vez disminuir la muerte 

celular. Tomado de Yue et al, 2021. 
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En modelos neurotóxicos el ácido α-lipoico destaca por su capacidad para reducir el 

exceso de ROS al restablecer la proliferación celular posterior a la exposición a 

peróxido de hidrógeno (Li et al, 2013). Otra de sus propiedades ha sido la actividad 

antiinflamatoria, ya que inhibe la activación de la vía NF-kB (Li et al, 2015). En 

cuanto a la apoptosis Li y colaboradores mediante la neurotoxina MPTP evaluaron 

la actividad de la molécula antioxidante sobre la expresión del antígeno nuclear de 

células en proliferación, cuya suplementación provocó un incremento en su 

actividad (Li et al, 2013). 

 
En MSCs derivadas de médula ósea de rata se evaluó la capacidad antioxidante de 

ALA (1mM durante 48 h) mediante ensayos de MTT para analizar la supervivencia 

y proliferación celular, así como la expresión del marcador de proliferación Ki-67. El 

ALA aumentó significativamente la división celular y la expresión de Ki-67 en los 

grupos que recibieron el tratamiento antioxidante respecto al control (Bashiri et al, 

2016). Asimismo, en otro estudio más reciente se evaluaron los efectos 

antioxidantes del ALA (2µM por 24 horas) sobre MSCs derivadas de tejido adiposo 

(hepatocitos de rata) implantadas en un microambiente de hepatoxicidad inducida 

por tetracloruro de carbono. El tratamiento antioxidante redujo significativamente los 

indicadores de estrés oxidativo como la liberación de lactato deshidrogenasa, los 

niveles de fosfatasa alcalina y la expresión de genes proapoptóticos como Bax, 

estos resultados fueron posibles mediante la inhibición de la peroxidación lipídica, 

la restauración de la viabilidad celular, el incremento en la expresión de la vía Nrf- 

2, la sobreproducción de glutatión y la reparación de daños en el ADN (Yaqub et al, 

2021). 

 
Por otra parte, se ha identificado que el ácido α-lipoico a una concentración de 50 

µM en cultivos primarios de astrocitos a partir de cerebros de ratas albinas recién 

nacidas (cepa Wistar de 1 a 2 días de edad) es capaz de promover la proliferación 

celular mediante la reducción de ROS y a su vez incrementar las defensas 

antioxidantes como el glutatión (Grasso et al, 2014). En un estudio más reciente, las 

MSCs tratadas con el antioxidante mostraron restaurar la cantidad de ROS y 
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hierro intracelular a niveles basales, la recuperación de la integridad de la 

membrana mitocondrial, el aumento en la expresión de defensas antioxidantes 

como HO-1 y glutatión (Camiolo et al, 2019), así como una disminución de la 

actividad inflamatoria y la apoptosis (Abd El-Fattah et al, 2019). Por tal motivo, en 

los últimos años se han utilizado moléculas antioxidantes con la finalidad de 

restablecer la función normal en las mitocondrias cuyos mecanismos de acción se 

describen en la Tabla 3. 

 
Tabla 3. Efecto de moléculas antioxidantes sobre el estrés oxidativo 

 

Moléculas Antioxidantes 

Efectos Resveratrol 
Coenzima 

Q10 
Ácido α- 
lipoico 

Referencias 

 
Inhibe ROS y apoptosis ✔1 ✔2 ✔3 

Wang et al, 20201 

Zhang et al, 20152 

Park et al, 20143 

Evita la peroxidación lipídica 
 

✔2 

 
Zhang et al, 20152 

 
Reduce la expresión de p16, 

p21, p38 y p53 
✔4 ✔2 ✔5 

Zhang et al, 20152 

Chiang et al, 20184 

Abd El-Fattah et al, 

20195 

Disminuye la expresión de 

caspasa 3, malondialdehído 

y óxido nítrico 

  

✔5 

 

Abd El-Fattah et al, 

20195 

Inhibe la vía inflamatoria 

NF-kB 
✔6 

 
✔7 

Zhang et al, 20106 

Li et al, 20157 

 

Reduce citosinas 

inflamatorias (TNF-α e IL-6) 

 

✔8 

  
Xie et al, 20208 

Impulsa la biogénesis 

mitocondrial por AMPK, 

SIRT1 y PGC-1α 

✔9 ✔10 

 Ferretta et al, 20149 

Mihaylova & Shaw, 

201110 

 

Promueve expresión de 

proteínas antiapoptóticas 

 

✔11 ✔12 

Kooncumchoo et al, 

200611 

Yaqub et al, 202112 
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Activa la vía antioxidante 

Nrf-2 
✔13 ✔14 ✔15 

Chen et al, 200513 

S-Yousef et al, 

201914 

Yue et al, 202115 

Protege contra el 

envejecimiento celular 
✔16 ✔17 

 Hu & Li, 201916 

Wu et al, 202017 

 
Reduce toxinas y metales 

pesados 
✔6 ✔11 ✔18 

Zhang et al, 20106 

Kooncumchoo et al, 

200611 

Camiolo et al, 201918 

Aumenta la expresión de 

PCNA 

  
✔19 Li et al, 201319 

Incrementa enzimas 

antioxidantes 

metalotioneínas, ferritina, 

glutatión, HO-1, superóxido 

dismutasa y catalasa 

 
✔9 

 
✔11 

 
✔12 

Ferretta et al, 20149 

Kooncumchoo et al, 

200611 

Yaqub et al, 202112 

 
Promueve la proliferación y 

diferenciación celular 
✔20 ✔21 ✔22 

Li et al, 20191
20 

Zheng et al, 201821 

Bashiri et al, 201622 

 

El efecto antioxidante de las moléculas es dirigido principalmente a las mitocondrias 

debido a su capacidad para determinar la función y destino de las células y puedan 

desempeñan su actividad en rutas de fosforilación oxidativa, el metabolismo 

energético, la señalización celular y biosíntesis de intermediarios (Sorrentino et al, 

2018). 

 
Por la participación en múltiples procesos, se ha identificado el fenómeno de 

disfunción mitocondrial como un común denominador de enfermedades 

metabólicas, cardiovasculares y crónico-degenerativas, las cuales pueden 

presentarse como la causa directa o secundaria (cuando la patología inicial conlleva 

como efecto posterior el mal funcionamiento de las mitocondrias) lo que conlleva a 

una muerte celular inminente. (Suomalainen & Battersby, 2018). A raíz de la 

importancia de los antioxidantes y su papel en las mitocondrias, se han producido 
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nuevos enfoques terapéuticos que permiten actuar sobre ellas para promover su 

funcionamiento adecuado, lo que conlleva a un aumento en la proliferación de las 

células, el cual puede verse reflejado en los resultados de investigaciones que han 

utilizado el resveratrol, la coenzima Q10 y el ácido α-lipoico para tal fin, como se 

puede mostrar en la tabla 4. 

 
Tabla 4. Concentraciones de moléculas antioxidantes que incrementan la proliferación celular 

 

Molécula Concentración Referencias 

 
 
 

Resveratrol 

0.1, 2.5, 5 µM Wang et al, 2016 

1 µM Yoon et al, 2015 

0.1 µM Peltz et al, 2012 

5, 20 µM Niu et al, 2011 

0.1, 0.5, 0.8 µM Prakoeswa et al, 2020 

 
 
 

Coenzima Q10 

1, 10 µM Zhang et al, 2015 

5, 10, 20 µM Tsai et al, 2017 

5, 10 µM Zheng et al, 2018 

10 µM Huo et al, 2018 

 
 

Ácido α-lipoico 

25, 50, 100 µM Yang et al, 2016 

50 µM Grasso et al, 2014 

50 µM Uberti et al, 2021 

 
Investigaciones como las mencionadas anteriormente han demostrado de forma 

individual promover la división en modelos celulares a distintas concentraciones 

(Wang et al, 2016; Tsai et al, 2017; Yang et al, 2016). Estos resultados hacen posible 

considerar el uso combinado de las moléculas para actuar sobre múltiples objetivos 

asociados a las enfermedades multifactoriales y lograr un efecto sinérgico entre 

todos los componentes (Sanz et al, 2007). 
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Moléculas antioxidantes en enfermedades 

 
En los seres humanos, el estrés oxidativo producido por el exceso de los radicales 

libres está asociado con una serie de enfermedades como alteraciones 

cardiovasculares (Cai et al, 2009), Alzheimer (Choi et al, 2013), cáncer (Rodríguez 

et al, 2012), enfermedad ocular (Sanz et al, 2007), diabetes (Giacco & Brownlee, 

2010) y Parkinson (Paradisi et al, 2014). Sin embargo, numerosos estudios han 

demostrado el beneficio de los antioxidantes en la prevención o retraso del curso de 

estas enfermedades (Hajhashemi et al, 2010). 

 
La suplementación de antioxidantes ha sido evaluada mediante un modelo de la 

enfermedad de Alzheimer a través de las células troncales neurales humanas. Los 

investigadores inhibieron la proliferación celular a través de la adición de oligómeros 

amiloides y demostraron la capacidad de la coenzima Q10 para restaurar la 

proliferación mediante la activación de la vía PI3K cuyos resultados fueron 

sustentados con marcaje de BrdU (Bromodesoxiuridina), ensayos formadores de 

colonias y la expresión de marcadores de proliferación celular como Ki-67 (Choi et 

al, 2013). Al explorar nuevas estrategias y obtener mejores resultados, los 

investigadores han empleado combinaciones de antioxidantes que demostraron 

ejercer mayores efectos en la disminución del estrés oxidativo y en el incremento 

de la proliferación celular (Shafi et al, 2019). En la enfermedad de Parkinson para 

evaluar el efecto neuroprotector del resveratrol, investigadores prepararon cultivos 

neuronales primarios a partir del mesencéfalo ventral diseccionado de embriones 

de rata E15 (Sprague-Dawley) para someterlos a la neurotoxina MPP+ (10 µM por 

24 horas) provocando la pérdida del 70% de células. Sin embargo, el tratamiento 

con resveratrol logró conservar hasta el 72% de neuronas vivas, ejerciendo un 

efecto neuroprotector (Stull et al, 2002). 

 
En investigaciones relacionadas con el cáncer fueron seleccionados 96 ratones y 

los dividieron en cuatro grupos 1) ratones control, 2) ratones control tratados con 

resveratrol, 3) ratones con tumores y 4) ratones con tumores tratados con 

resveratrol. Por vía subcutánea se les inyectaron 750.000 células de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3093095/#ref6
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adenocarcinoma y a partir del día 6 los ratones recibieron vía oral el tratamiento con 

resveratrol. El estudio pudo demostrar que el antioxidante fue capaz de evitar la 

atrofia cardíaca inducida por la presencia de tumores de adenocarcinoma C26 al 

inhibir la actividad de la vía inflamatoria NF-kB (Shadfar et al, 2011). 

 
En las enfermedades oculares se utilizaron ratones para evaluar la actividad 

antioxidante de moléculas como luteína, zeaxantina, ácido α-lipoico y glutatión. Los 

ratones fueron alimentados vía oral con un tratamiento de 0.67 mg de zeaxantina y 

luteína, y 10 mg de ácido α-lipoico y glutatión por kg de peso corporal. Los resultados 

de la administración combinada de los antioxidantes mostraron una disminución en 

el daño del ADN y la reducción de reacciones TUNEL positivo, lo que permite 

retrasar la muerte de células fotorreceptoras y así disminuir la progresión de la 

pérdida ocular en comparación a los animales control (Sanz et al, 2007). En 

investigaciones más recientes Çolak y Uysal (2017) utilizando CoQ10 y resveratrol 

pudieron prevenir la toxicidad inducida en un modelo de Drosophila melanogaster 

al inhibir la peroxidación lipídica, asociando dicha respuesta con la capacidad de las 

moléculas para eliminar radicales libres. 

 

Efecto del estrés oxidativo en las MSCs 

 
A largo plazo los cultivos de MSCs, pueden sufrir envejecimiento celular, 

disminución en la capacidad de autorrenovación, diferenciación prematura y 

apoptosis (Hu & Li et al, 2019). Además, son susceptibles a un entorno carente de 

nutrientes, estrés oxidativo y a factores citotóxicos a los que pueden estar expuestas 

durante el cultivo y expansión. Por ello, ha incrementado la búsqueda constante de 

factores protectores que permitan a las MSCs desarrollarse frente a microambientes 

desfavorables (Halabian et al, 2013). 

 
Las MSCs pueden reducir sus propiedades (la división celular, el potencial de 

diferenciación, la secreción de factores tróficos, la multipotencialidad y sus efectos 

inmunomoduladores) a causa del estrés oxidativo, cuyo fenómeno se manifiesta por 
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un desequilibrio entre la producción de ROS y la capacidad antioxidante de un 

sistema biológico para neutralizar los productos reactivos como se mencionó 

previamente (Pizzino et al, 2017). Por medio de modelos citotóxicos utilizados para 

inducir estrés oxidativo en las células, se ha logrado establecer una relación directa 

entre el estrés oxidativo y las propiedades de las MSCs, ya que a mayor estrés los 

efectos benéficos de las células se reducen (Choo et al, 2014) y fenómenos como 

el envejecimiento celular y la apoptosis se aceleran (Rajendran et al, 2014; Wu et 

al, 2013). 

 
El envejecimiento se caracteriza por la interrupción del ciclo celular, lo que 

compromete el uso de las MSCs por la reducción significativa de funciones como la 

secreción de factores tróficos, migración, el potencial de diferenciación y un limitado 

número de duplicaciones, lo que dificulta obtener la cantidad de células necesarias 

para la aplicación clínica (Murphy & Hartley, 2018). Investigadores se han dado a la 

tarea de realizar experimentos sobre MSCs derivadas de tejido adiposo con la 

finalidad estudiar los efectos de este proceso en las células. Para tal fin, se 

mantuvieron los cultivos en condiciones de crecimiento normales hasta la 

senescencia (pase 23). Para evaluar dicha condición se analizó la actividad de la 

enzima β-galactosidasa (estándar de oro para la identificación de células 

envejecidas), la cual incrementó desde 4.23 ± 1,6 % en el pase 2 hasta un 90.48 ± 

3.29 % en el pase 20, a diferencia de las células jóvenes que carecían de la actividad 

detectable de la enzima (Estrada et al, 2013). 

 
A nivel molecular, los autores monitorearon la expresión de indicadores típicos de 

senescencia p53, p21 y p16, lo cual demostró un aumento progresivo de células 

apoptóticas (0.75 ± 0.23% en células jóvenes y 5.99 ± 2.63% en células 

senescentes) y una disminución en la cantidad de células replicantes (7.38 ± 1.26 y 

2.29 ± 0.332 respectivamente). Por otra parte, el envejecimiento celular promueve 

telómeros disfuncionales o cortos que producen disfunciones como puentes de 

anafase, cromosomas dicéntricos y la ruptura de cromátidas que contribuyen a la 

generación de aneuploidías e inestabilidad genética durante la expansión de los 
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cultivos, comprometiendo el funcionamiento adecuado de las células e 

impulsándolas a rutas apoptóticas (Estrada et al, 2013). 

 
En estudios posteriores se demostró que la exposición de MSCs derivadas de 

medula ósea a estrés oxidativo inducido por una mezcla de pesticidas (clorpirifós, 

dimetoato, diazinón, iprodiona, imazalil, maneb y mancozeb) durante 21 días fue 

capaz de provocar modificaciones fenotípicas como la sobreexpresión de proteínas 

apoptóticas que incrementaron la muerte celular, la disminución de la división celular 

y diferenciación adipogénica, lo cual coincide con el proceso de envejecimiento 

celular debido a que las células de la médula ósea al ingresar a la etapa de 

senescencia, son remplazadas por tejido adiposo y conlleva a una fragilidad ósea 

progresiva. De igual forma con estudios in vivo en ratones confirmaron que la 

exposición al estrés oxidativo provocó un fenotipo tumorigénico en 3 de los 9 ratones 

169 días posteriores a la exposición (Leveque et al, 2019). 

 
Para los procesos de diferenciación celular, es necesario contar con el adecuado 

funcionamiento de factores como la biogénesis mitocondrial, la respiración 

mitocondrial y el potencial de membrana (regulados por los niveles de ROS), por 

ende si existe un mal funcionamiento en la cadena de transporte de electrones, la 

disminución en la respiración mitocondrial impacta directamente en una reducción 

de la capacidad de diferenciación en las células (Chen et al, 2008). En la 

diferenciación adipogénica, el potencial de diferenciación se reduce 

significativamente por dos razones principales: 1) los procesos como la biogénesis 

y el metabolismo mitocondrial que son factores claves para la diferenciación de 

MSCs disminuyen por el estrés oxidativo y 2) la sobreproducción de ROS 

incrementa la senescencia celular, lo que provoca la inhibición de la diferenciación 

celular (Alt et al, 2012). Por otra parte, en la diferenciación osteogénica, la inducción 

de la osteogénesis en MSCs humanas ha sido posible por la regulación positiva del 

ADN mitocondrial, el incremento de enzimas antioxidantes como superóxido 

dismutasa y la disminución de ROS, lo cual sugiere que el estrés oxidativo debe 

disminuir para propiciar el ambiente adecuado para que las células puedan 
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diferenciarse (Chen et al, 2008), lo cual coincide con la necesidad de garantizar un 

equilibrio entre las ROS y las defensas antioxidantes para la diferenciación 

condrogénica (Bai et al, 2019). 

 
Como el estrés oxidativo altera procesos de proliferación, expansión, diferenciación 

y longevidad en las MSCs, es necesario identificar estrategias que permitan prevenir 

el estrés oxidativo y la senescencia prematura para evitar comprometer la 

funcionalidad de las células (Denu & Hematti, 2016). Por otra parte, la comprensión 

de los mecanismos que involucran la actividad de las ROS es fundamental para 

contribuir al diseño de enfoques experimentales que permitan retrasar, prevenir o 

revertir el daño celular, haciendo que las MSCs puedan incrementar su capacidad 

proliferativa mediante el uso de técnicas dirigidas al estrés oxidativo como la 

administración endógena de moléculas antioxidantes que sean capaces de 

neutralizar los componentes oxidados liberados durante el cultivo y así lograr 

mantener la homeostasis requerida para que las células puedan desarrollarse 

adecuadamente (Choo et al, 2014). 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 
La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha establecido que las enfermedades 

cardiovasculares (2 a 8.9 millones), enfermedades neurodegenerativas (2 millones), 

y cáncer (1 millón; OMS, 2020) presentan como común denominador la disfunción 

mitocondrial y un desequilibrio causado por el estrés oxidativo (Lechanteur et al, 

2016) que se manifiesta con la pérdida del potencial transmembrana y un mal 

funcionamiento en la cadena de transporte de electrones, afectando directamente 

procesos celulares como la proliferación, diferenciación y metabolismo energético 

que conducen a una senescencia prematura y muerte celular (Nicolson, 2014). 

 
En los últimos años las investigaciones en MSCs han permitido el descubrimiento 

de nuevas herramientas para su proliferación y diferenciación in vitro con objetivos 

terapéuticos, logrando introducir protocolos cada vez más innovadores (Mastrolia et 

al, 2019). No obstante, es primordial lograr un estado de homeostasis que permita 
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un desarrollo adecuado; ya que en ambientes donde se pierde el equilibrio entre la 

capacidad antioxidante y la producción de ROS se genera el estrés oxidativo, 

considerado como el principal factor de induce la senescencia prematura y reduce 

la proliferación y viabilidad celular (Holmström & Finkel, 2014). 

 
Las moléculas con actividad antioxidante son capaces de mantener la homeostasis 

en las reacciones de óxido-reducción al neutralizar la producción excesiva de ROS 

(Kothari et al, 2010). En MSCs se ha evidenciado que los antioxidantes generan un 

incremento en la resistencia celular ante el estrés oxidativo inducido, promueven la 

proliferación, mejoran la capacidad de adhesión celular y aumentan el potencial de 

diferenciación (Halabian et al, 2013). Por ello, el siguiente paso en la investigación 

ha sido explorar combinaciones de antioxidantes que sean capaces de incrementar 

las propiedades de MSCs a través de la optimización de mezclas terapéuticas 

(Gęgotek et al, 2019). Sin embargo, es fundamental establecer adecuadamente las 

concentraciones de cada molécula que permita alcanzar los resultados deseados 

(Ferreira et al, 2007). Por ende en este estudio se propuso el uso de un diseño de 

mezclas Box Behnken con la finalidad de establecer una mezcla de los antioxidantes 

resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico que permita optimizar la proliferación en 

MSCs derivadas de placenta humana sin realizar numerosos experimentos o invertir 

tiempo y recursos innecesarios 

 

JUSTIFICACIÓN 
 

La evidencia apunta que el exceso de ROS y el estrés oxidativo son uno de los 

principales factores que promueven la aparición y progresión de enfermedades 

crónico-degenerativas como cáncer, Alzheimer, Parkinson, arritmias y enfermedad 

arterial debido a los daños que el exceso de oxidación provoca en las mitocondrias 

(Taniyama & Griendling, 2003). Por otra parte, se ha descrito que uno de los 

principales efectos adversos que presentan las MSCs es la senescencia, lo que 

compromete su aplicabilidad hacia cualquier área al no permitir que las células se 

dividan de forma adecuada (Borodkina et al, 2014). 
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Para contrarrestar dicho fenómeno que puede estar presente en el ambiente y que 

no permite el crecimiento óptimo de las células in vitro, se ha sugerido que la 

suplementación de antioxidantes a las células a través del medio de cultivo puede 

reducir el estrés oxidativo al incrementar las defensas antioxidantes y neutralizar las 

ROS, lo que resulta en una alta tasa de crecimiento, un aumento en el potencial de 

diferenciación y la prolongación de la vida útil de las MSCs (Wang et al, 2009). En 

modelos neurodegenerativos como el Alzheimer, la suplementación con CoQ10 y 

ácido lipoico restauró la producción de ATP, promovió la expresión de enzimas 

antioxidantes como la superóxido dismutasa y disminuyó los fragmentos del péptido 

β-amiloide, la proteína tau fosforilada y la inflamación (Federico et al, 2012). En 

enfermedades cardiovasculares como la aterosclerosis, los polifenoles como el 

resveratrol actúan al quelar iones metálicos como el cobre y el hierro que están 

involucrados en la producción de peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo. De 

igual forma han sido capaces de inhibir la acción de enzimas oxidativas como la 

xantina oxidasa y la proteína quinasa C (Quideau et al, 2011). 

 
Los antioxidantes como el resveratrol, coenzima Q10 y el ácido α-lipoico han 

demostrado sus efectos benéficos a través de distintos objetivos celulares como la 

inhibición de la vía NF-kB que disminuye reacciones inflamatorias (Li et al, 2015), la 

reducción en la expresión de proteínas proapoptóticas a través de la vía de las 

caspasas (Wu et al, 2019), el incremento de defensas antioxidantes (HO-1, 

glutatión, superóxido dismutasa y catalasa) por la activación de la vía Nrf-2 (Chen 

et al, 2005), la regulación energética y la sobreexpresión de enzimas antiapoptóticas 

asociadas a la biogénesis mitocondrial (Chen et al, 2008) que dan como resultado 

un aumento en la proliferación de las células y la recuperación de las funciones 

mitocondriales normales (Bashiri et al, 2016) al actuar sobre distintas rutas 

metabólicas, obteniendo un mayor alcance y permitiendo minimizar el estrés 

oxidativo (Makanjuola et al, 2015). 

 
Estudios han evidenciado que emplear antioxidantes estimula la división de las 

células (Shafi et al, 2019). Sin embargo, para lograr un efecto mayor, es necesario 
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establecer cuidadosamente las concentraciones adecuadas de cada componente 

en la mezcla, ya que realizar una mala formulación puede comprometer la 

efectividad de los resultados (Santana et al, 2019). Por ello, el diseño de mezclas 

Box Behnken es una alternativa viable para establecer valores en las variables que 

permitan la optimización de mezclas terapéuticas con la finalidad de alcanzar 

mejores resultados (Yadav et al, 2020) y a su vez reducir considerablemente el 

número de experimentos (Ferreira et al, 2007). 

 
Para demostrar los efectos que los antioxidantes han revelado a lo largo de 

numerosos estudios como reducir la apoptosis, promover la división celular, producir 

precursores de antioxidantes como glutatión en células PC12 (Li et al, 2016), regular 

negativamente procesos de senescencia en MSCs (Hu & Li, 2019), inhibir la 

producción excesiva de ROS y conservar la biogénesis mitocondrial en células 

endoteliales aórticas humanas expuestas a estrés oxidativo inducido (Xie et al, 

2020) se estableció un un tratamiento antioxidante (resveratrol, coenzima Q10 y 

ácido α-lipoico) mediante el diseño Box Behnken para determinar las 

concentraciones adecuadas de cada antioxidante con la finalidad de optimizar la 

variable de respuesta (proliferación celular) y obtener resultados rápidos y 

confiables para determinar si existe efecto sobre las MSCs derivadas de placenta 

humana. 

 
HIPÓTESIS 

El diseño de Box Behnken proporcionará una combinación optimizada de las 

moléculas antioxidantes resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico que 

incrementará la proliferación de células troncales mesenquimales derivadas de 

placenta humana. 
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OBJETIVOS 

 
General 

 

Evaluar el efecto que ejerce la mezcla optimizada establecida por el diseño de Box 

Behnken de los antioxidantes resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico sobre la 

proliferación de células troncales mesenquimales derivadas de placenta humana. 

 
Específicos 

 

-Caracterizar las MSCs derivadas de placenta humana. 
 

-Proponer el diseño de mezclas Box Behnken como un método eficaz para optimizar 

combinaciones de antioxidantes. 

-Evaluar el efecto antioxidante del resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico sobre 

la proliferación de MSCs derivadas de placenta humana. 



42 

 

 

MÉTODOS 

 
Cultivo y expansión de células troncales mesenquimales humanas 

 

Las MSCs derivadas de placenta humana de pasaje 3 fueron adquiridas a través 

del banco de células troncales LCELLS® con el número de licencia sanitaria 

expedida por COFEPRIS: 12-T2-14-039-0001. Un total de 3x103 células/cm2 se 

sembraron y proliferaron en matraces T25 utilizando medio para MSCs con la 

siguiente composición: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Sigma Aldrich), 

suero fetal bovino al 10% v/v (Byproducts) y penicilina/estreptomicina al 1% (Sigma 

Aldrich). Las MSCs se cultivaron en la incubadora a 37°C y 5% de CO2 hasta 

alcanzar una confluencia entre el 80 y 90% (Figura 7). A continuación, las MSCs 

fueron disociadas empleando tripsina (0.025%) durante 5 minutos para su uso en 

los experimentos posteriores (Figura 8). 

 

Figura 7. Microfotografías de células trocales mesenquimales (MSCs) derivadas de placenta 

humana. Se observan MSCs del pase 3 (P3) utilizadas en este estudio. Las células se 

encuentran adheridas a la placa de cultivo con una morfología en forma de huso con 2 o 3 

nucléolos con una distribución de crecimiento lateral y una expansión. Fotografía tomada en 

microscopio invertido bajo filtro de contraste de fase a un aumento de 20x. 
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Figura 8. Obtención de MSCs para experimentación del presente estudio. A) Crecimiento de 

MSCs en matraces T25 con una confluencia entre el 80-90%. B) Obtención del pellet después 

de la disociación celular por tripsina y centrifugación. 

 

Caracterización Celular 

Citometría de flujo 

Las MSCs se separaron usando la enzima tripsina (0.025%) y se incubaron durante 

5 minutos a 37ºC. Una vez trascurrido el tiempo la enzima fue inactivada con medio 

DMEM. Las células fueron centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. Se realizó un 

conteo celular con cámara de Neubauer y se utilizaron 2 000 000 de células. El 

sedimento celular restante se resuspendió en paraformaldehído al 4% y se dejó en 

agitación a 120 rpm por 20 minutos. 

Se agregó albumina de suero fetal bovino (BSA en PBS al 1%) se centrifugaron 

nuevamente a 1000 rpm durante 5 minutos para suspender el pelet nuevamente 

(BSA en PBS al 1%). Posteriormente, las células se incubaron en oscuridad a 

temperatura ambiente durante 60 minutos con agitación continua con los 

anticuerpos conjugados PE mouse anti-human CD44, FITC mouse anti-human 

CD90 y PerCP-Cy5.5 mouse anti-human CD105. Después se lavaron con la solución 

BSA en PBS al 1%. Finalmente, las células se analizaron mediante el citómetro de 

flujo BD FACS Melody™ Cell Sorter (BD Biosciences; EE.UU) y las imágenes se 

procesaron con el software FCS Express 7 Research Edition™. 
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Inmunofluorescencia 

 

Las células se sembraron en placas de 8 pozos (3x103 células/cm2). En el séptimo 

día de cultivo se realizó un lavado con PBS, fueron fijadas con paraformaldehído al 

4% y se lavaron con PBS. Para la permeabilización las células fueron incubadas 

durante 30 minutos en Tritón 100X al 0.05% disuelto en PBS, mientras el bloqueo 

se realizó utilizado BSA al 3% disuelto en PBS durante 90 minutos. Las células se 

lavaron con PBS y se incubaron por 24 horas a 4°C con anticuerpos primarios contra 

CD44 (Ab6124, mouse monoclonal 1mg/ml, 1:200; ABCAM), CD105 (Ab44967, 

mouse monoclonal 0.2 mg/ml, 1:200; ABCAM), CD90 (Ab23894, mouse monoclonal 

0.1 mg/ml, 1:200; ABCAM), y β-Integrina (Ab52971, rabbit monoclonal 1.083 mg/ml, 

1:200, ABCAM) diluidos en PBS. Después las células fueron lavadas con PBS y se 

incubaron en oscuridad durante 90 minutos con los anticuerpos secundarios Alexa 

488 (Ab150077, goat anti-rabbit monoclonal, 1:200, ABCAM), Alexa 568 (Ab175473, 

goat anti-mouse monoclonal, 1:200, ABCAM) y los núcleos celulares se tiñeron con 

DAPI (1:2000) por 20 minutos. Finalmente, se obtuvieron imágenes con el 

microscopio Carl Zeiss Axio Vert A1 (Zeiss; EE.UU) y el software Zen 2.3 lite. 

 

Cell Tracker 

 
Para monitorear la morfología durante la proliferación se utilizó el marcaje con 

CellTracker™ Green CMFDA (Life Technologies, EE.UU) en células sembradas en 

placas de 24 pozos (3x103 células/cm2). Primero se retiró el medio para MSCs del 

recipiente de cultivo; las células fueron enjuagadas dos periodos de 5 minutos 

utilizando PBS 1X (Gibco, EE.UU) y se les colocó la solución de CellTracker™ 

Green CMFDA (1:1000 v/v utilizando DMEM; C7025, Invitrogen). Posteriormente, 

las células se incubaron durante 30 minutos a 37°C, se lavaron con PBS y se 

observaron con el microscopio Carl Zeiss Axio Vert A1 (Zeiss; EE.UU) y el software 

Zen 2.3 lite. 
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Optimización de tratamientos mediante el Diseño Box Behnken 

 
Se aplicó un diseño de mezclas Box Behnken para establecer la combinación 

óptima de tres factores (concentraciones de cada molécula) con tres niveles (bajo, 

medio y alto) para incrementar la proliferación de las MSCs. El análisis se realizó 

utilizando el software Statgraphics Centurion XVI.I. La concentración de resveratrol 

(X1), coenzima Q10 (X2) y ácido α-lipoico (X3) fueron las variables independientes 

seleccionadas para este diseño experimental y la proliferación celular (Y1) se 

estableció como la variable dependiente o de respuesta. 

 
Las concentraciones utilizadas para el diseño fueron seleccionadas como los valores 

mínimos y máximos de los efectos antioxidantes sobre la proliferación celular 

reportados en modelos de estudio mencionados previamente en la tabla 4. Mientras 

que en la tabla 5 se especifican los valores utilizados para el desarrollo del diseño 

Box Behnken. 

 
Tabla 5. Variables empleadas en el diseño Box-Behnken para la optimización de la 

proliferación celular de MSCs derivadas de placenta humana 

 
Variables independientes 

 
Unidades 

Niveles 

Bajo 
(-1) 

Medio 
(0) 

Alto 
(+1) 

X1: Resveratrol 
µM 0.1 2.55 5 

X2: Coenzima Q10 
µM 5 7.5 10 

X3: Ácido α-lipoico 
µM 50 75 100 

Variable dependiente Restricciones 

Y1: Proliferación celular (cel/cm2) Maximizar 

 

Posterior al establecimiento de las variables se realizó la creación del diseño, la cual 

proporcionó un total de 15 corridas pre-experimentales que fueron realizadas bajo 

las siguientes condiciones: grupo 1 sin tratamiento (Medio MSCs + DMSO) y grupo 

2 con tratamiento. La suplementación del medio con moléculas antioxidantes se 

agregó al cultivo celular a las 24 horas posteriores a la siembra (3x103 células/cm2). 

El conteo celular se realizó en los 15 pre-experimentos el día 2 y los datos obtenidos 

de cada pre-experimento se colocaron en el software para analizar el diseño. 
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Tratamiento antioxidante 
 

El análisis del diseño de mezclas Box Behnken con el resultado de la pre- 

experimentación permitió seleccionar e identificar la concentración adecuada de 

cada antioxidante para alcanzar los efectos deseados sobre la variable dependiente 

(el incremento en la proliferación celular; Yadav et al, 2020). Los grupos de estudio 

para tal fin, se establecieron de la siguiente forma: grupo 1 control sin tratamiento 

(Medio MSCs + DMSO) y grupo 2 con tratamiento (Medio MSCs + combinación de 

antioxidantes resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico). La suplementación del 

medio con moléculas antioxidantes se añadió al cultivo celular a las 24 horas 

posteriores a la siembra de 3x103 células/cm2 y se realizó cambio de medio cada 

dos días durante 14 días. 

 

Cinética de crecimiento 

Posterior a las 24 horas de la siembra, el medio para MSCs fue remplazado cada 

dos días por medio suplementado con antioxidantes y la proliferación celular se 

estimó mediante conteos realizados desde el momento de la siembra y en cada 

cambio de medio hasta el día catorce. Para realizar la cuantificación, las células se 

disociaron utilizando la enzima tripsina (0.025 % v/v; PBS) incubándolas durante 5 

minutos a 37ºC para realizar los conteos utilizando el contador de células 

automatizado Scepter 2.0 (Handheld Automated Cell Counter, Millipore; EE.UU). 

 
 

Análisis estadístico 

 
Para determinar cómo dos factores distintos (con tratamiento antioxidante o sin 

tratamiento antioxidante a diferentes días) incidieron sobre la respuesta 

(proliferación celular) se utilizó el análisis estadístico ANOVA de dos vías para 

examinar el tratamiento y los días y como prueba post hoc para establecer las 

diferencias significativas se utilizó la prueba de Bonferroni para la comparación 

múltiple. Los datos proporcionados por los experimentos se procesaron mediante el 

software GraphPad Prism 8. 
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RESULTADOS 

 
Caracterización Celular 

 

Para caracterizar las células se utilizaron las técnicas de análisis celular como la 

citometría de flujo cuya función principal es medir las características físicas y 

bioquímicas de las moléculas biológicas (Jaroszeski & Radcliff, 1999) y la 

inmunofluorescencia que emplea la especificidad de los anticuerpos a los antígenos 

basado en el uso de fluorocromos para su visualización (Brehm-Steche & Johnson, 

2004). 

 
Citometría de flujo 

 

Figura 9. Expresión de marcadores de superficie celular analizados por citometría de flujo. El 

marcador A) CD44 se expresó un 93.6%, el B) CD105 al 93.5% y el C) CD90 tuvo un 93% de 

positividad. Resultados obtenidos automáticamente con el software FCS Express 7 Research 

Edition. 
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Como se observa en la figura 9, la evaluación de la presencia de marcadores de 

MSCs por citometría de flujo indicó altas tasas de expresión positiva de los 

marcadores CD44: 93.6%, CD105: 93.5% y CD90: 93%. Por otra parte, demostró 

un porcentaje de positividad nula para marcadores hematopoyéticos CD34, CD11, 

CD45 y HLA-DR (datos no mostrados). 

 
Inmunofluorescencia 

 
Uno de los principales criterios para la caracterización de MSCs es la expresión de 

marcadores de superficie celular, por lo que examinamos su expresión en cultivo 

para confirmar los resultados de la citometría de flujo a través de la tinción por 

inmunofluorescencia, la cual reveló la presencia de marcadores de superficie como 

la glicoproteína CD44, integrina, los núcleos por medio de DAPI y el empalme de 

los anticuerpos utilizados (merge; Figura 10). 

Figura 10. Tinción de inmunofluorescencia representativa de células troncales mesenquimales 

(MSCs). Microfotografías en donde se observan MSCs positivas a los marcadores 

característicos de superficie CD44 (rojo), integrina (verde) y el marcador nuclear DAPI (azul); 

así como su colocalización (merge). Se observa una adecuada expresión en las MSCs. Las 

CD44 

DAPI 
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fotografías se adquirieron bajo microscopia de epifluorescencia a un aumento de 10X. Barra de 

escala 100 µM. 

 
Por otra parte, las glicoproteínas CD90 y CD105 que se expresan en la superficie 

de las MSCs también estuvieron presentes en las células empleadas en este estudio 

(Figura 11 y 12), confirmando una adherencia adecuada a la placa de cultivo. 

 

 
Figura 11. Caracterización de células troncales mesenquimales (MSCs) por 

inmunofluorescencia. Microfotografías en donde se observan MSCs positivas a los marcadores 

característicos de superficie CD90 (rojo), integrina (verde) y el marcador nuclear DAPI (azul); 

así como su colocalización (merge). Se observa una adecuada expresión en las MSCs. Las 

fotografías se adquirieron bajo microscopia de epifluorescencia a un aumento de 10X. Barra de 

escala 100 µM. 
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Figura 12. Inmunofluorescencia de células troncales mesenquimales (MSCs). Microfotografías 

en donde se observan MSCs positivas a los marcadores característicos de superficie CD105 

(rojo), integrina (verde) y la tinción de núcleos mediante DAPI (azul); así como su colocalización 

(merge). Las fotografías se adquirieron bajo microscopia de epifluorescencia a un aumento de 

10X. Barra de escala 100 µM. 

 
La presencia de los marcadores expresados en las células caracterizadas por 

citometría de flujo e inmunofluorescencia permitieron identificar las células 

obtenidas como MSCs al cumplir con los criterios establecidos por la Sociedad 

Internacional de Terapia Celular (ISCT por sus siglas en inglés). 
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Diseño de mezclas Box Behnken 
 

Se realizaron 15 corridas experimentales, mismas que fueron empleadas para 

alimentar el diseño de mezclas Box Behnken. El tratamiento para cada corrida 

experimental se elaboró con una mezcla diferente en cuanto a concentraciones de 

los antioxidantes, resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico, y a las 24 horas de la 

aplicación del tratamiento se realizó el conteo de las MSCs y se registraron como el 

número de células/cm2 (Tabla 6). 

 
Tabla 6. Corridas experimentales para la optimización de la proliferación celular de MSCs 

derivadas de placenta humana mediante el diseño de Box-Behnken 

 
 

Resveratrol Coenzima Q10 Ácido α-lipoico 
MSCs 

Células/cm2 (Día 2) 

0.1 7.5 100 9200 

5 5 75 8000 

5 7.5 50 11300 

5 7.5 100 9500 

0.1 7.5 50 11200 

2.55 7.5 75 13400 

2.55 10 100 13000 

0.1 10 75 12500 

2.55 10 50 16000 

2.55 7.5 75 15300 

0.1 5 75 8700 

5 10 75 12400 

2.55 5 50 14300 

2.55 7.5 75 13500 

2.55 5 100 11600 

 
Variable dependiente: Proliferación celular (Número de células/cm2) 

Variables independientes: Resveratrol, Coenzima Q10 y Ácido α-lipoico 

 

Los análisis de superficie de respuesta obtenidos del diseño Box-Behnken se 

representan en gráficos de modelos tridimensionales que permiten visualizar los 

efectos de los factores (concentración de las moléculas antioxidantes) sobre la 

respuesta (aumento en la cantidad de células en cultivo). Como se muestra en la 

figura 13 cuando el antioxidante ácido α-lipoico se administra a una dosis de 75 µM 

se puede observar que la proliferación celular incrementa cuando la concentración 
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empleada de coenzima Q10 es mayor a 5 µM, pero entre 9 y 10 µM el número de 

células obtenido es similar. Sin embargo, cuando la dosis del antioxidante 

resveratrol se administra a una menor o mayor de 2.55 µM la proliferación celular 

se ve afectada disminuyendo el número de las MSCs obtenidas. 

 

 
 

Figura 13. Gráfico de superficie de respuesta tridimensional del resveratrol, coenzima Q10 y 

ácido α-lipoico a una dosis de 75 µM. Evaluación de la actividad de los antioxidantes (variables 

independientes) sobre la proliferación celular (variable dependiente). 

 

Por otra parte, al administrar coenzima Q10 a una dosis fija de 7.5 µM, el efecto de 

proliferación celular de las MSCs disminuye cuando la dosis del ácido α-lipoico se 

incrementa (Figura 14). Mientras que el disminuir o aumentar la dosis del resveratrol 

de 2.55 µM reduce la proliferación celular. 
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Figura 14. Gráfico de superficie de respuesta tridimensional de las variables independientes 

resveratrol, ácido α-lipoico y coenzima Q10 a una dosis de 7.5 µM. Efecto sobre la variable 

dependiente proliferación celular. 

Figura 15: Gráfico de superficie de respuesta tridimensional de las variables independientes 

coenzima Q10, ácido α-lipoico y resveratrol a una dosis de 2.55 µM. Efecto sobre la variable 

dependiente proliferación celular. 
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Asimismo cuando el antioxidante resveratrol es administrado a una dosis de 2.55 

µM se observa que a mayor concentración de coenzima Q10 y menor concentración 

de ácido α-lipoico se obtiene un incremento en la proliferación celular (Figura 15). 

 
Al realizar el análisis Box Behnken con la opción de optimización para maximizar la 

cantidad de células en el cultivo, se logró determinar la concentración óptima para 

cada uno de los antioxidantes que fueron utilizadas en la cinética de crecimiento de 

los experimentos posteriores para evaluar el efecto de la combinación antioxidante 

sobre la proliferación celular (Figura 16). 

 

 
Figura 16: Valores proporcionados por el diseño Box Behnken para optimizar la respuesta 

antioxidante. 

 

Efecto de las moléculas antioxidantes sobre la proliferación de MSCs 

humanas 

 
El análisis ANOVA de dos vías demostró que el factor: tratamiento antioxidante 

(P=0.0004), el factor: día (P0.0001), así como su interacción (P0.0001) inducen 

efectos significativos en el número de células MSCs durante la cinética de 

crecimiento. Posteriormente la prueba de comparación múltiple de Bonferroni 

demostró incrementos significativos en el número de MSCs en los grupos tratados 

con antioxidantes en los días 2 (24 horas posteriores a la exposición con el 

tratamiento; 16,000 vs. 6,000 células/cm2; P 0.01), día 8 (35,000 vs. 20,650 

células/cm2; P 0.01) y día 12 (38,800 vs. 29,167 células/cm2; P 0.05) en 

comparación con sus respectivos grupos control a los cuales no se le adicionó 

tratamiento alguno. Los resultados obtenidos evidencian que el tratamiento 

promovió la división celular de MSCs derivadas de placenta humana respecto a las 

células que no recibieron el tratamiento. 
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Figura 17. Cinética de crecimiento de células troncales mesenquimales (MSCs) tratadas con 

antioxidantes (resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico). La administración de los 

antioxidantes incrementó significativamente el número de células en el día dos, ocho y doce. 

Los conteos celulares se realizaron utilizando el Scepter 2.0 Handheld Automated Cell Counter 

(Millipore; EE.UU). El análisis estadístico se realizó empleando un análisis ANOVA de dos vías, 

seguido de la prueba Bonferroni de comparaciones múltiples para establecer las diferencias 

entre los grupos con el software GraphPad Prism 8. *P<0.05; **P<0.01. 

 

Por otra parte, para monitorear la morfología de las células del grupo 2 (con 

tratamiento) durante la cinética de crecimiento (14 días) se utilizó el marcaje por 

medio de Cell Tracker™ para obtener una serie de imágenes (Figura 18) donde se 

puede observar la morfología de las células en los días dos, ocho y doce del 

experimento. 
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Figura 18. Efecto de antioxidantes (resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico) en las células 

troncales mesenquimales (MSCs) derivadas de placenta humana. Se observan fotografías de 

MSCs marcadas con Cell tracker® A) Día dos de tratamiento B) Día ocho de tratamiento C) Día 

doce de tratamiento. Las fotografías fueron adquiridas con ayuda de un microscopio de 

epiflouroscencia bajo un aumento 10X. Barra de escala 100 µM. 
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DISCUSIÓN 
 

Las MSCs son células que poseen capacidades de autorrenovación, multipotencia, 

son de fácil acceso y pueden expandirse in vitro conservando su estabilidad 

genómica sin presentar controversias éticas, por lo que su importancia ha 

incrementado en las últimas décadas en áreas como terapia celular, medicina 

regenerativa y bioingeniería de tejidos (Horwitz et al, 2005). Sin embargo, para que 

su uso sea considerado, es fundamental que las células logren expandirse en 

condiciones in vitro en cortos periodos de tiempo, conserven su funcionalidad celular 

(Wang et al, 2012 y Noronha et al, 2019) y sean resistentes a eventos de estrés 

oxidativo a los que puedan estar expuestas durante su desarrollo (Stavely & Nurgali, 

2020). 

 
En primera instancia es necesario contar con un protocolo de caracterización celular 

que garantice la identidad de MSCs (Dominici et al, 2006). Para tal fin se utilizó la 

citometría de flujo que permitió la detección de los principales marcadores de 

superficie celular que se han descrito para las MSCs como CD44 que es una 

molécula de adhesión que funciona como una plataforma de señalización y está 

relacionada a la multipotencia, proliferación, migración y apoptosis (Figura 9:A; Zhu 

et al, 2006), CD105 que influye en la actividad del factor TGF-β y regula los procesos 

fisiológicos que definen las características morfológicas de las MSCs (Figura 9B; 

Morine et al, 2016) y CD90 cuya función es regular las interacciones entre célula- 

célula y célula-matriz y está relacionada con la adhesión y migración celular (Figura 

9C; Rege & Hagood, 2006). Para confirmar la presencia de los marcadores se 

realizaron tinciones por inmunofluorescencia donde se observa una expresión 

positiva del marcador CD44, integrina (que está involucrada en la adhesión de las 

MSCs a la matriz extracelular, en la proliferación y conformación del citoesqueleto; 

Connelly et al, 2011), los núcleos por medio de DAPI y su colocalización (Figura 10). 

De igual forma en la Figura 11 y 12 se aprecian la expresión de los marcadores 

CD105 y CD90 respectivamente, lo que indica el establecimiento de un protocolo 

adecuado de caracterización celular que les permitió su desarrollo en condiciones 

in vitro (Schmelzer et al, 2019). Nuestros hallazgos coinciden con la presencia de 
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los marcadores de superficie celular (reportados previamente en MSCs; Mushahary 

et al, 2018) con un nivel de positividad superior al 90%, la positividad nula de 

marcadores hematopoyéticos como CD14, CD34, CD45 y HLA-DR (datos no 

mostrados) y la expresión de los marcadores por inmunofluorescencia confirman la 

identidad de MSCs al cumplir con los requisitos establecidos por la ISCT. 

 
Como ha sido demostrado a lo largo de la historia, durante su cultivo, las MSCs son 

influenciadas por factores químicos, físicos y biológicos que inciden en su 

funcionalidad y supervivencia (Zhou et al. 2017). Los niveles de ROS son un claro 

ejemplo de ello, ya que repercuten directamente en funciones celulares como la 

división, producción de energía, migración y apoptosis (Hu et al, 2018). Estas 

especies se generan principalmente en los complejos mitocondriales y son 

necesarias para procesos de señalización, metabolismo y supervivencia celular. No 

obstante, su acumulación ocasiona estrés oxidativo, el cual desencadena daños en 

biomoléculas como proteínas, lípidos, ácidos nucleicos, lo que resulta en la 

interrupción de la división celular, senescencia prematura (Atashi et al, 2015) y en 

el surgimiento de enfermedades crónico degenerativas cuyos tratamientos actuales 

no han podido detener o revertir los daños causados por el exceso de reacciones 

oxidativas (Roehrs et al, 2011), lo que compromete directamente la funcionalidad 

de las MSCs. 

 
En el desarrollo de la industria farmacéutica, la producción de fármacos estaba 

principalmente enfocada en combatir las enfermedades mediante modelos de 

monoterapia, es decir, atacar un objetivo en específico, lo que implica la 

identificación y el aislamiento del extracto activo de bacterias, hongos o plantas para 

ser fabricado, sintetizado o modificado químicamente para incrementar su 

seguridad y eficacia (Lila & Raskin, 2005). A pesar de que la estrategia fue altamente 

exitosa para la implementación de muchas terapias, existe una disminución 

considerable en el número de medicamentos basados en este modelo (Efferth & 

Koch, 2011). Una de las principales razones surge con el descubrimiento de 

enfermedades multifactoriales complejas (cáncer, diabetes, cardiopatías, 
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accidentes cerebrovasculares y parkinson) cuyos mecanismos de acción son de 

naturaleza multifactorial (Sheikh et al, 2013). Hoy en día, este tipo de padecimientos 

son las principales causas de muerte en todo el mundo y los enfoques para 

combatirlas son la prevención y el tratamiento. Sin embargo, en la gran mayoría de 

casos no hay una forma efectiva para prevenirse, no tienen cura o los tratamientos 

existentes solo alivian los síntomas, son costosos y conllevan efectos secundarios 

(Santana et al, 2019). Como consecuencia surgió un campo de investigación que 

se dedica al estudio de combinaciones de compuestos capaces de interactuar en 

conjunto para tratar las enfermedades de manera más efectiva, el cual se basa en 

dos preceptos principales: 1) las enfermedades crónico degenerativas son 

multifactoriales y con las combinaciones de moléculas es posible dirigir sus efectos 

a múltiples objetivos y 2) los compuestos y las interacciones entre ellos pueden 

producir un efecto terapéutico de mayor potencia que su uso de forma individual 

(Efferth & Koch, 2011). 

 
En la actualidad los nutracéuticos como el resveratrol, la coenzima Q10 y el ácido 

α-lipoico han sido aplicados individualmente como un tratamiento alternativo sobre 

MSCs para el estudio de este tipo de enfermedades (Yoon et al, 2015) por ser 

compuestos naturales, seguros de consumir, menos costosos que los fármacos y 

por sus efectos preventivos y terapéuticos (Santana et al, 2019), lo que permite a 

las células restaurar su potencial de autorrenovación, pluripotencia y diferenciación 

(Hu et al, 2018). Es por ello que sus propiedades han sido evaluadas en modelos 

celulares para analizar su respuesta con la finalidad de impulsar estrategias que 

permitan a las células sobrevivir, dividirse y expandirse para ser consideradas como 

una opción terapéutica viable (Zhou et al. 2017). 

 
Con los excelentes resultados de la actividad antioxidante de las moléculas 

resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico de forma individual, recientemente se 

ha planteado su utilización en conjunto para potencializar sus propiedades sin la 

necesidad de recurrir a numerosos experimentos de prueba y error que requieren 

tiempo y recursos humanos, materiales y económicos (Ahman et al, 2015). Para tal 
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fin se utilizó un diseño de mezclas Box Behnken basado en un análisis estadístico 

aleatorio que estableció un total de 15 pre-experimentos, cuyos resultados 

permitieron determinar la concentración de cada componente de la mezcla 

mediante un análisis de superficie de respuesta, cuya optimización proporcionó los 

valores de resveratrol 2.55 µM, coenzima Q10 10 µM y ácido α-lipoico 50 µM (Figura 13-

16) capaces de influir sobre la variable dependiente y maximizar la cantidad de 

células/cm2. 

 
Los resultados mostrados en la figura 17 demuestran que el tratamiento antioxidante 

promueve la proliferación de MSCs en expansión in vitro desde el día 2 donde inicia 

la fase de crecimiento exponencial, hasta el día 8 de cultivo, con una ligera 

disminución en la proliferación el día 10 y un crecimiento exponencial el día 12. Al 

comparar la cinética de crecimiento con otros autores, el comportamiento de 

resveratrol de forma individual alcanzó su fase exponencial desde el día 2 al día 8 

lo cual coincide con nuestros resultados, pero diferimos en el inicio de su fase 

estacionaria ya que Peltz y colaboradores alcanzaron este estado a partir del día 9 

(Peltz et al, 2012), sin embargo como se pudo observar en la figura 17 la 

combinación de las moléculas retrasa esta fase estacionaria ya que en el día 12 las 

células continúan creciendo de forma exponencial, lo que indica un efecto mayor del 

resveratrol en combinación. Respecto a la actividad individual de coenzima Q10 

sobre las células Zheng y asociados han reportado que la etapa exponencial de la 

cinética de crecimiento se manifestó desde el día 2 y se prolongó hasta el día 7 

donde finalizaron el estudio con las células en crecimiento exponencial. Este 

comportamiento es similar a los efectos de la coenzima Q10 en combinación pero 

únicamente hasta el día 7 ya que no fue posible hacer el análisis comparativo debido 

a que las células del grupo de Zheng no alcanzaron una fase estacionaria o de 

muerte (Zheng et al, 2018). En lo que respecta al ácido α-lipoico hasta donde se 

tiene conocimiento no se ha reportado previamente una cinética de crecimiento para 

estudiar el comportamiento del antioxidante de forma individual pero en combinación 

se puede inferir que es capaz de establecer interacciones sinérgicas entre los otros 

componentes de la mezcla al incrementar la proliferación celular. 
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Por otra parte, mediante el diseño de box behnken pudimos confirmar y proponer 

concentraciones de antioxidantes con la finalidad de alcanzar un mayor alcance. 

Por ejemplo, en los gráficos de superficie de respuesta (Figura 13) fue posible 

observar el rango específico donde el resveratrol ejerció un efecto positivo sobre la 

proliferación celular ya que a concentraciones menores a 2 µM o mayores a 3 µM 

se produce una disminución de la cantidad de células, lo que implicó seleccionar la 

concentración dentro de ese rango para lograr alcanzar la región de máxima 

proliferación. La superficie de respuesta dada por el resveratrol coincide con 

estudios previos donde evaluaron diversas concentraciones de la molécula y 

llegaron a la conclusión de que valores de 0.1 µM promovían la división celular hasta 

llegar a su máxima actividad a 2.55 µM, sin embargo este efecto se disminuyó al 

utilizar valores de 5 µM. 

 
Para la coenzima Q10 en la figura 13 el gráfico de superficie de respuesta nos indicó 

que a mayor concentración de coenzima mayor el número de células, sin embargo 

a menor concentración (a partir de 7 µM) ocurre el efecto contrario. El estudio 

realizado previamente por Zheng abarcó una mayor concentración de coenzima 

Q10 (20 µM) y logró aumentar la división celular, confirmando con ello que la 

molécula de forma individual y en combinación incide de forma positiva sobre la 

cantidad de células a concentraciones de 10 a 20 µM, pero a diferencia de nuestro 

tratamiento combinado donde obtuvimos más células a 10 µM, a nivel individual la 

coenzima Q10 no fue capaz de producir un efecto significativo en la cantidad de 

células (Zheng et al, 2018). 

 
En el caso del ácido α-lipoico se puede observar su mayor efecto a 50 µM, sin 

embargo la orientación de la curva presente en el gráfico de superficie de respuesta 

podría indicar eventos como una estabilidad, la prolongación de la curva hacia arriba 

lo que indicaría mayor proliferación o el declive de la curva hacia abajo lo que 

significaría una disminución, por lo que son necesarios mayores estudios que 

involucren distintas concentraciones si se requiere establecer algún rango donde la 

molécula sea capaz de ejercer mejores resultados. El grupo conformado por Yang 
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investigó previamente el papel del α-lipoico a nivel individual, cuyo resultado apuntó a 

una disminución en la cantidad de células a partir de una concentración de 25 µM, lo 

que podría abrir camino hacia una nueva propuesta que permita estudiar 

concentraciones entre 26-100 µM para definir o confirmar la opción más adecuada 

(Yang et al, 2018). 

 
Con el aumento en la cantidad de células producido por la actividad antioxidante del 

tratamiento, los resultados permiten sugerir la presencia de interacciones sinérgicas 

entre los componentes de la mezcla. Este tipo de reacciones entre antioxidantes 

han sido reportados previamente entre el resveratrol y la CoQ10, cuyo tratamiento 

en Drosophila melanogaster, logró prevenir la peroxidación lipídica y el estrés 

oxidativo inducido por dioxinas al neutralizar los radicales libres. Los investigadores 

concluyeron que los efectos de las moléculas combinadas son capaces de proveer 

mayores beneficios que utilizar cada antioxidante de forma individual y resaltaron la 

capacidad de los antioxidantes endógenos de interactuar con los exógenos para 

incrementar las defensas antioxidantes (Çolak & Uysal, 2017). 

 
Otro estudio más reciente coincidió en que la combinación de compuestos 

antioxidantes ejerció mejores efectos en comparación al uso de los antioxidantes de 

forma individual, haciendo que el tratamiento aumentara el número de células en 

fase S y por ende la proliferación celular (Shafi et al, 2019). Este fenómeno presente 

en ambas investigaciones se le conoce como interacciones sinérgicas, las cuales 

consisten en la correlación entre dos o más componentes cuya acción conjunta es 

mayor que la suma de la acción de cada componente por separado. Estas 

interacciones logran disminuir los requerimientos de dosis y reducir 

considerablemente los efectos secundarios provocados por altas concentraciones 

de un solo fármaco por lo que son ampliamente utilizados en formulaciones 

farmacéuticas debido a que estimulan la potencialización de las propiedades de 

cada componente al combinarlos (Sonam & Guleria, 2017). 
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Bajo esta directriz, la información obtenida con el tratamiento propuesto en nuestra 

investigación sugiere la existencia de una interacción sinérgica entre los tres 

componentes (resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico). Este resultado está 

asociado a la actividad antioxidante de cada componente de la mezcla, cuyas 

interacciones pudieron influir de forma simultánea en la inhibición del principal 

mecanismo regulador de senescencia Akt/mTOR al suprimir la señalización del 

factor NF-kB (Zhou et al, 2019), logrando inactivar la vía de las caspasas (3 y 6) y 

reducir la expresión de proteínas proapoptóticas como p53, p21, 26 (Zhang et al, 

2015). Asimismo, fue posible que lograran incidir en la activación de la vía de 

señalización PI3K/AKT responsable del proceso de multiplicación celular, promovió 

la producción de factores de crecimiento, impulsó la actividad de proteínas 

antiapoptóticas como Bcl2 (Sandhir et al, 2014), aceleró la división celular mediante 

la acción de PCNA (Wang et al, 2016), provocó la expresión de factores de 

crecimiento (EGF, HGF y PDGF; Prakoeswa et al, 2020) e incrementó antioxidantes 

(glutatión mediante la vía AMPK), enzimas (HO-1, NOQO-1 y cisteína glutamato 

ligasa por la vía Nrf-NQO-1; Zhao et al, 2019) y vitaminas (E y C a través de la 

ciclina D-CDK4/6 ;Grasso et al, 2014), haciendo que la combinación antioxidante 

sea dirigida a los puntos responsables de la regulación del estrés oxidativo en las 

células y con ello proponer una aplicación terapéutica (Santana et al, 2019) que 

preserve la integridad mitocondrial, disminuya los niveles de ROS e impulse la 

división celular (Rochette et al, 2013). 

 
Coincidiendo con lo anteriormente reportado, el incremento en la cantidad de 

células/cm2 hace posible sugerir que en procesos de gran complejidad como la 

división celular y el estrés oxidativo, la mezcla de compuestos antioxidantes son 

capaces de ejercer una mayor bioactividad que un solo compuesto ya que al generar 

una mezcla, los componentes tienen la capacidad de repercutir en múltiples 

objetivos de forma simultánea (Schmidt et al, 2008), fenómeno que se demostró con 

en el aumento de la capacidad proliferativa de las MSCs derivadas de placenta 

humana. 
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CONCLUSIONES 
 

El diseño Box Behnken es una herramienta útil para combinar diferentes variables 

(antioxidantes) con el propósito de maximizar la proliferación celular. 

 
El diseño de mezclas Box Behnken estableció que 2.55 μM de resveratrol, 10μM de 

coenzima Q10 y 50 μM de ácido α-lipoico son las concentraciones óptimas para 

incrementar la proliferación celular. 

 
La mezcla optimizada establecida por el diseño Box Behnken de los antioxidantes 

resveratrol, coenzima Q10 y ácido α-lipoico incrementa la proliferación de las células 

troncales mesenquimales derivadas de placenta. 

 

PERSPECTIVAS 
 

Se sugiere ampliar el alcance del estudio mediante el empleo de modelos de estrés 

oxidativo inducido que permitan evaluar y confirmar la efectividad de las dosis 

antioxidantes propuestas, así como determinar la etapa más adecuada para 

adicionar los tratamientos con la finalidad de potencializar los efectos antioxidantes 

sobre las MSCs in vitro para posteriormente escalar las condiciones experimentales 

in vivo. 

 
Para corroborar el estrés oxidativo producido por ROS se recomienda utilizar 

métodos de determinación como las sondas fluorescentes sensibles a agentes 

oxidantes (dihidroetidio, diacetato de dihidro dicloro fluoresceína y Amplex Red), 

sondas sensibles a la oxidación y la cromatografía. 

 
Adicionalmente, resulta de interés incluir pruebas como ORAC y HORAC, que 

miden la capacidad de absorción de radicales de oxígeno y radicales hidroxilos 

respectivamente; así como análisis electroquímicos por voltamperometría para 

medir corrientes de pico catódico o anódico y la amperometría en la que se puede 

cuantificar la corriente generada por procesos de oxidación y reducción de analitos 

electroactivos. 
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Ante el potencial que tiene el uso de antioxidantes para contrarestar el estrés 

oxidativo celular, es indispensable continuar con los estudios sobre los efectos 

producidos por la suplementación de antioxidantes a los medios de cultivo con la 

finalidad de proporcionar mayor información que permita dilucidar sus mecanismos 

de acción e implementar nuevas técnicas de medición para que los antioxidantes 

puedan ser considerados como una opción factible a implementar en el desarrollo 

de protocolos efectivos y eficaces para la obtención de MSCs humanas. 
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