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Resumen
Introducción:  Las  células madre mesenquimales  (MSCs)  tienen  la  capacidad única de 
autorenovación y pluripotencia con la cual apoyan en la regeneración de tejidos en or
ganismos vivos. El mayor potencial  terapéutico de  las MSCs derivadas de  la placenta 
(PDMSCs) humana, como fuente más joven de MSCs, estimula la búsqueda de las me
jores  condiciones  de  cultivo  que  preserven  su  capacidad  de  proliferar  y  diferenciarse. 
Sin embargo, estudios relacionados a la caracterización de la multipotencialidad de las 
PDMSCs durante periodos prolongados de cultivo, no han sido reportados en Panamá. 
Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue el de implementar un proceso de aislamiento 
y  cultivo  que preserve  las  propiedades multipotentes  en PDMSCs. Materiales  y Méto
dos: Placentas humanas a término completo fueron obtenidas para el aislamiento de las 
MSCs. Las PDMSCs fueron caracterizadas según su morfología, expresión positiva de 
marcadores CD90, CD73, CD105, y capacidad de proliferación y diferenciación a linajes 
mesodérmicos.  Resultados:  Se  ha  demostrado  la  obtención  de  poblaciones  de 
PDMSCs  con  morfología  fibroblástica,  adherencia  plástica,  expresión  positiva  de  los 
marcadores  CD90,  CD73  y  CD105,  y  capacidad  de  diferenciación  osteogénica,  adi
pogénica  y  condrogénica.  Posterior  al  aislamiento  y  criopreservación,  las  PDMSCs 
mantuvieron una viabilidad mayor de 95%, una tasa de proliferación por más de 40 días 
en cultivo, y  la expresión positiva de  los marcadores CD90, CD73, y CD105 al pasaje 
16. Conclusión: Nuestros resultados demuestran una metodología eficiente para obten
ción  y  cultivo  de  PDMSCs  que  mantienen  sus  características  multipotentes  durante 
períodos prolongados de cultivo, abriendo el camino para futuras terapias celulares.

Abstract 
Introduction:  Human mesenchymal  stem  cells  are  (MSCs)  unique  in  their  pluripotency 
and their ability to selfrenew in order to support tissue regeneration in living organisms. 
The increased therapeutic potential of PDMSCs as a pool of younger MSCs with a vast 
capacity  for  expansion,  minor  predisposition  for  tumor  formation  or  immune  reactions 
spurs  the search  for  the best  culture  conditions  to preserve  their  ability  to differentiate 
and  proliferate.  However,  studies  regarding  characterization  of  multipotent  isolated 
PDMSCs during prolonged periods of culture has not been reported thus far in Panama. 
Therefore, in this study we seek to implement isolation and culture procedures that pre
serve multipotent  characteristics  in PDMSCs. Materials  and Methods: Fullterm human 
placentas were obtained for the isolation of MSCs. PDMSCs where characterized based 
on their morphology, positive expression of CD90, CD73, and CD105, and their ability to 
proliferate and differentiate  to mesodermal  lineages. Results:  It was demonstrated  that 
our  isolated  PDMSCs  presented  the  MSC  characteristics  of  fibroblastic  morphology, 
plastic adherence, positive expression of CD90, CD73, and CD105 markers, as well as 
osteogenesis, adipogenesis, and osteogenic differentiation ability. When PDMSCs were 
cultured  after  isolation  or  cryopreservation,  viability  was  maintained  above  95%,  with 
their proliferation rate maintained after 40 days, and positive expression of CD90, CD73, 
and CD105 markers kept after 16 passages. Conclusion: Taken together, our results de
monstrated a methodology to obtain successful source of isolated human PDMSCs that 
kept their multipotent properties over time, opening the path for future cellular therapies.
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INTRODUCCIÓN

Las células madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en 
inglés) son un tipo de células madre adultas que residen en 
una variedad de tejidos, incluyendo la placenta [1].Estas cé
lulas multipotentes han generado un gran  interés debido a 
su capacidad de diferenciación hacia una variedad de lina
jes,  incluyendo  osteoblastos,  condrocitos,  adipocitos  y  he
patocitos,  así  como  su  uso  potencial  en  medicina 
regenerativa [2]. Numerosos esfuerzos se han realizado pa
ra elucidar el mecanismo mediante el cual  las células ma
dre se diferencian a linajes específicos y su aplicación como 
terapia celular para un sinfín de enfermedades. Estas célu
las, pueden ser aisladas fácilmente de diversos tejidos post
natales,  pero  con  un  número  limitado  de  divisiones 
celulares antes de adquirir senescencia replicativa.

El uso de células madre de un  tejido  fetal,  como  la pla
centa,  ofrece  una  fuente  más  joven  de  células  madre 
adultas. Las células madre mesenquimales derivadas de 
la  placenta  humana  (PDMSC)  contienen  características 
pluripotentes y un mayor potencial de expansión en com
paración con otras células madre adultas, ya que su en
torno  de  nicho  fetal  contiene  características  celulares  y 
bioquímicas  muy  específicas  que  las  preservan  hasta 
que  señalizaciones  activen  su  autorenovación  y migra
ción. El hecho de que las PDMSCs no induzcan reacción 
inmunológica  [3,4]  hace  de  estas  células  una  excelente 
opción  terapéutica.  Estudios  han  demostrado  la  expre
sión  positiva  de  los  marcadores  pluripotentes  NANOG, 
SSEA4 y OCT4 en PDMSCs  [5]. Cuando  las MSC son 
cultivadas durante períodos prolongados, se disminuye la 
capacidad de proliferación y diferenciación,  lo que  limita 
su  uso  futuro  en  terapias  celulares  [6].  El  uso  potencial 
de  las  células  madre  en  medicina  regenerativa  depen
derá de la capacidad de estas células para preservar sus 
propiedades de manera estable durante períodos prolon
gados  de  cultivo  celular,  además  de  una  comprensión 
profunda de estas células.

Investigaciones que promuevan tratamientos de medicina 
regenerativa a través de terapias con células madre son 
escasas en Panamá. A su vez, el sistema de salud públi
co, el cual en la actualidad no satisface las necesidades 
de un segmento importante de la población, podría bene
ficiarse de intervenciones de terapia celular. Por lo tanto, 
el objetivo de este estudio fue el de  implementar en Pa
namá procedimientos de aislamiento y cultivo que preser
ven  las  características  multipotentes  en  las  PDMSCs. 
Los resultados obtenidos permitirán un avance en los es
tudios preclínicos relacionados con células madre para el 
desarrollo de terapias celulares.

Materiales y Métodos

Aislamiento y cultivo de PDMSCs
Placentas humanas a término completo (3840 semanas 
de gestación) fueron obtenidas con el consentimiento in
formado  de  las  pacientes  del  Hospital  Santo  Tomás,  y 

con la autorización de su Dirección Médica. Luego de re
mover las capas placentarias hasta llegar a las vellosida
des  coriónicas,  el  tejido  fue  picado  manualmente  y 
digerido enzimáticamente con colagenasa en un baño de 
agua  a  37ºC  por  45  minutos  agitando,  como  publicado 
anteriormente  [7].  Se  filtró  para  eliminar  los  fragmentos 
no  digeridos,  y  centrifugó mediante  gradiente  de  densi
dad para obtención de células mononucleares. Las célu
las  fueron  cultivadas  a  3x10^4/cm^2  en  DMEMbaja  en 
glucosa  suplementada  con  10%  de  suero  fetal  bovino 
(FBS, por sus siglas en inglés) y gentamicina, en un am
biente de 37ºC y 5% CO2. Luego de 10 a 14 días, las co
lonias  fueron  subcultivadas  o  criopreservadas  en  FBS 
suplementado con 10% DMSO.

Tiempo Generacional, Curva de Crecimiento y Viabili
dad Celular
Las PDMSCs fueron sembradas en superficies de polies
tireno a 1x10^4/cm^2 para el análisis de autorenovación 
en células recién aisladas. Se calculó el doblaje acumula
tivo  de  la  población  de  células  mediante  la  ecuación 
CPD=log(N1/N0)/log2,  como  previamente  fue  publicado 
[8]. La construcción de la curva de crecimiento y los aná
lisis de viabilidad celular fueron realizados bajo la tinción 
por azul de tripano y un hemocitómetro para conteo celu
lar cada 24 horas por 8 días consecutivos. Imágenes de 
morfología fueron capturadas con un microscopio inverti
do (Nikon, Eclipse, TS100, Tokio, Japón). 

Análisis de Formación de Colonia
Las  PDMSCs  recién  aisladas  fueron  cultivadas  por  10 
días consecutivos. A los días 2, 4, 6, 8, y 10 de cultivo, el 
medio de cultivo fue removido, y teñido con 0.5% Cristal 
Violeta  (Sigma) en metanol por 5 minutos, como previa
mente publicado [9]. Las células fueron lavadas con agua 
doblemente destilada y  las  imágenes capturadas con un 
microscopio de luz invertida (Nikon).

Inducción a Diferenciación In Vitro
Las inducciones adipogénicas, osteogénicas y condrogé
nicas de PDMSCs se llevaron a cabo de acuerdo con las 
instrucciones  del  fabricante  del  Kit  de  diferenciación  de 
adipogénesis,  osteogénesis  y  condrogénesis  StemPro® 
(Gibco). Las PDMSCs se sembraron en una superficie de 
poliestireno y  se  cultivaron en DMEMbajo glucosa10% 
FBS durante 3 días antes de inducir diferenciación. Para 
la  inducción adipogénica, se cultivaron PDMSCs en me
dio  basal  de  diferenciación  de  adipocitos StemPro®  su
plementado con suplemento de adipogénesis StemPro® 
y gentamicina (10 mg / ml, Gibco) durante 7 días. La adi
pogénesis  se evaluó mediante  tinción  con aceite  rojo O 
(Sigma). Para la inducción de diferenciación osteogénica y 
condrogénica,  se  cultivaron PDMSCs en medio  basal  de 
diferenciación  de  osteocitos/condrocitos  StemPro®  con 
osteogénesis/condrogénesis StemPro® y reactivo de gen
tamicina (10 mg/ml) durante 21 y 14 días, respectivamen
te.  La  osteogénesis  se  analizó mediante  tinción  con  rojo 
de  alizarina  S  (Sigma)  y  condrogénesis  con  tinción  con 
azul alciano al 1% (Sigma) preparada en HCL 0.1 N. Las 
células se fijaron antes de la tinción. Las imágenes se cap
turaron con un microscopio de luz invertida (Nikon). 

Solis y colaboradores. Capacidad Multipotencial en células madres mesenquimales.

MATERIALES Y MÉTODOS
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Análisis de Marcadores en Células Madres
La expresión de marcadores de MSC en células se ana
lizó mediante  citometría de  flujo.  Los parámetros  fueron 
adecuados para análisis multicolor de triple tinción de an
ticuerpos.  Las  PDMSCs  se  lavaron  con  solución  salina 
tamponada con fosfato de Dulbecco (DPBS, Gibco) y se 
resuspendieron en  tampón de  tinción para citometría de 
flujo (FACS) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. 
UU.)  con  los  anticuerpos  CD90  antihumano  conjugado 
con FITC, CD73 antihumano conjugado con PE y CD105 
antihumano conjugado con APC (1:100, BioLegend, San 
Diego, CA, EE. UU, Tabla 1) durante 15 minutos a 25°C 
en  oscuridad.  Las  células  se  lavaron  luego  con  tampón 
FACS y se  resuspendieron en  tampón de  fijación  (Ther
mo Fisher  Scientific).  La  intensidad  de  fluorescencia  de 
10,000 células se registró en un citómetro de flujo (Gua
va, Merck, Darmstadt, Alemania) y se analizó con el soft
ware  FlowJo,  con  longitudes  de  onda  de  excitación/
emisión  de  FITC  a  494/520,  PE  a  496/578  y  APC  a 
650/660.

Resultados

Morfología  fibroblástica,  adherencia plástica y  capa
cidad de formación de colonias en PDMSCs.
Células  madre  mesenquimales  derivadas  de  placentas 
humanas fueron aisladas y cultivadas en placas de culti
vo de poliestireno. Se obtuvo una  vialidad  celular  supe
rior  al  95% en  las PDMSCs obtenidas de  tres procesos 
independientes de aislamiento (Figura 1A, 1B). Las  imá
genes de microscopio muestran una morfología fibroblás
tica y adherencia plástica con  tendencia a  formación de 
colonias celulares en las PDMSC a partir del segundo día 
de cultivo (Figura 1C).

Tasa de proliferación sostenida durante el cultivo de 
PDMSCs
Una de las características únicas de las MSCs es su  in
definida  capacidad  de  autorenovación.  Para  elucidar  la 
capacidad  de  autorenovación  de  nuestras  células 
PDMSCs primarias, investigamos su tasa de proliferación 
a través de curvas de crecimiento y duplicación acumula
tiva de la población en la proliferación celular. Al día 3 de 
cultivo,  se  observó  que  las  PDMSCs  proliferaban  gra
dualmente, debido a que se encontraban en un período 
de adaptación al entorno de cultivo para su posterior ad
hesión celular. La  tasa de proliferación  fue  incrementan
do  hasta  el  día  8,  lo  que  representa  todo  el  período 
proliferativo,  llegando  a  la  subconfluencia  al  día  10  sin 
llegar a la fase de meseta (Figura 2A). Los resultados de 
la duplicación de la población acumulada mostraron que 
las  PDMSCs  aisladas  tienen  una  capacidad  de  expan
sión por más de 40 días en cultivo (Figura 2B). Estos re
sultados  fueron  consistentes  entre  las  PDMSCs  de  tres 
placentas independientes. Los resultados de nuestra cur
va de crecimiento corresponden a los cambios morfológi
cos  observados  en  PDMSCs,  en  los  que  se  formaron 
colonias celulares y aumentaron en  tamaño y número a 
medida  que  avanzaba  el  día  de  cultivo  (Figura  2C). 
Nuestros  resultados  demostraron  obtener  PDMSCs  con 

RESULTADOS

Figura  1.  Viabilidad  celular,  morfología  fibroblástica  y 
adherencia  plástica  en  células  madre  mesenquimales 
derivadas  de  la  placenta  humana.  (A) Número  total  de 
células  muertas  y  vivas  después  del  aislamiento  de 
PDMSCs;  (B) Porcentaje  de  viabilidad de  las PDMSCs 
después del aislamiento; (C) Morfología de las PDMSCs 
cultivadas  durante  12  días.  Magnificación:  10x  y  40x. 
Barra de escala: 100 micrómetros. Abreviatura: PDMSC, 
células madre mesenquimáticas derivadas de placenta. 
Cada  número  de  placenta  representa  un  lote  de 
PDMSCs aisladas.

Figura 2. Capacidad de proliferación y formación de co
lonias  de  PDMSC  humanas.  (A)  curva  de  crecimiento 
celular;  (B)  Curva  de  duplicación  de  la  población  acu
mulada con el  tiempo donde cada punto representa un 
pasaje; (C) Capacidad de formación de colonias teñidas 
con  0.5% de  cristal  violeta.  Las  imágenes  representan 
las observaciones representativas de células cultivadas 
durante la curva de crecimiento celular de 8 días en 2A. 
Barra  de  escala:  100  micrómetros.  Abreviatura: 
PDMSC, células madre mesenquimáticas derivadas de 
placenta. Cada número de placenta  representa un  lote 
de PDMSCs aislados.

Tabla 1. Anticuerpos Primarios
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una viabilidad celular sostenida y un potencial de prolife
ración durante períodos prolongados de cultivo.

Capacidad  de  diferenciación  a  linajes  osteogénicos, 
adipogénicos, y condrogénicos en PDMSCs
En condiciones de cultivo específicas,  las MSCs deriva
das de la placenta podrían diferenciarse con éxito a adipo
citos,  osteocitos  y  condrocitos  en  función  de  la  tinción 
específica.  Después  de  inducir  nuestras  PDMSCs,  por 
medio de factores de crecimiento específicos de cada lina
je, se demostró que las células se diferenciaron con éxito 
al  linaje  osteogénico,  adipogénico  y  condrogénico,  como 
indicado  por  medio  de  la  tinción  positiva  a Alizarin  rojo, 
Aceite O, y azul de Alcian, respectivamente (Figura 3). 

Expresión positiva de los marcadores CD73, CD90, y 
CD105 en PDMSCs
Las células madre mesenquimales  tienen  la característi
ca  de  expresar  los  marcadores  CD90,  CD105  y  CD73. 
Para realizar el análisis de la expresión de los marcado
res por  citometría de  flujo,  los procedimientos se estan
darizaron  hasta  encontrar  los  parámetros  para  análisis 
multicolor  para  tinción  triple.  Los  resultados  mostraron 
que nuestras PDMSCs expresaron positivo a  los marca
dores CD90, CD105 y CD73 (Figura 4A3C). 99.4% de la 
población  de  PDMSCs  era  positiva  al  marcador  CD73 
(Figura 4A), 86.8% positiva a CD90 (Figura 4B), y 97.2% 
positiva a CD105 (Figura 4C). Las PDMSCs a un pasaje 
15  tuvieron  mayor  expresión  de  los  marcadores  CD90, 
CD105  y CD73 en  comparación  con  las PDMSCs a P5 
(Figura 4D). Estos resultados nos permiten asegurar que, 
la  población  celular  aislada  en  nuestro  proceso  corres
ponde  efectivamente  a  células madre mesenquimales  y 
que  la  expresión  se mantiene  de manera  continua  a  lo 
largo de los días de cultivo.

Las  PDMSCs  conservan  su  capacidad  de  prolifera
ción  y  expresión  de marcadores MSCs  a  través  del 
tiempo
Dado  que  la  capacidad  de  proliferación  y  diferenciación 
de las células madre adultas disminuye durante períodos 
prolongados de cultivo, perdiendo a menudo la expresión 
de sus marcadores y el potencial proliferativo, se proce
dió a cultivar durante 40 días una población joven y vieja 
de PDMSCs. La capacidad de proliferar y expresar mar
cadores CD73, CD90 y CD105 fueron comparadas entre 
las PDMSCs en un pasaje joven, a P4, y un pasaje viejo, 
a P15. Los resultados de  la curva de duplicación de po
blación  acumulada mostraron  que  las  PDMSCs  en  am
bos  grupos,  mantuvieron  una  tasa  de  proliferación 
sostenida, con una ligera reducción en la proliferación de 
las PDMSCs a P15 en comparación con  las PDMSCs a 
P4 (Figura 5A). Interesantemente, las PDMSCs a P15 tu
vieron una expresión 2.8 veces mayor de CD90  (Figura 
5B) y 1.4 veces mayor de CD105 (Figura 5C), en compa
ración con las PDMSCs a P4 (Figura 5B), mientras que la 
expresión de CD73 disminuyó a P15  (Figura 5D). Estos 
resultados demuestran la capacidad de los PDMSC para 
mantener  sus  características  multipotentes  durante  los 
días de cultivo.

Figura 3. Potencial de diferenciación condrogénica, adi
pogénica  y  osteogénica  de  PDMSCs.  Diferenciación 
condrogénica, adipogénica y osteogénica después de la 
tinción con azul de Alcian, rojo de aceite y rojo de aliza
rina, respectivamente.

Figura  4.  PDMSCs  expresan  positivamente  a  CD73, 
CD90 y CD105. Marcadores relacionados con MSC, (A) 
CD73, (B) CD90 y (C) CD105 analizados por citometría 
de  flujo.  Los  histogramas  muestran  una  población  su
perpuesta de PDMSC al pasaje 4 en comparación con 
PDMSCs  al  pasaje  15  que  expresan  (D)  CD73,  (E) 
CD90 y (E) CD105.

Figura 5. Capacidad prolongada de PDMSC para proli
ferar  y  expresar  marcadores  específicos  de  MSC. 
PDMSCs cultivados a P4 y P15 se compararon por su 
(A)  duplicación  acumulativa  de  población;  y  expresión 
de (B) CD73; (C) CD90; y (C) CD105.
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Los únicos estudios reportados han utilizado células ma
dre  mesenqumimales  derivadas  del  cordón  umbilical 
[16,17]. La capacidad multipotencial de las PDMSCs, co
mo fuente joven de células madre, permite su posible uso 
en  enfermedades  que  actualmente  no  cuentan  con  un 
tratamiento efectivo. Mayores esfuerzos que impulsen in
vestigaciones en PDMSCs, abrirán  los caminos para  fu
turas  intervenciones  a  pacientes  por  medio  de  terapia 
celular. 

Conclusión 

Por medio de este estudio se ha demostrado una  forma 
eficiente de obtener y cultivar PDMSCs con morfología fi
broblástica, adhesión plástica, expresión positiva de mar
cadores  CD73,  CD90  y  CD105,  y  capacidad  de 
diferenciación osteogénica, adipogénica y condrogénica. 
Nuestros  resultados  indican el  éxito  de nuestro  proceso 
de cultivo al mantener  las propiedades multipotentes de 
las PDMSCs humanas durante un tiempo prolongado de 
cultivo. Los resultados obtenidos permiten una estandari
zación de  las preparaciones celulares al cumplir con  los 
criterios mínimos para la caracterización de las MSCs, lo 
que permite un avance más rápido en los estudios preclí
nicos y en el desarrollo de terapias celulares en Panamá.
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Discusión

A través de este estudio, se ha demostrado una metodo
logía eficiente para obtención de PDMSCs que manten
gan  sus  características  multipotentes  durante  períodos 
prolongados de cultivo. El proceso de aislamiento utiliza
do es un método sutil basado en digestión enzimática [5], 
la cual mantiene  la viabilidad celular por arriba del 95%. 
La  Sociedad  Internacional  de Trasplante  Celular  ha  de
clarado  tres  criterios  fundamentales  para  definir  a  las 
MSCs,  incluyendo,  adherencia  plástica,  expresión espe
cifica de antígenos de superficie celular, y potencial de di
ferenciación  multipotente  [10].  Las  PDMSCs  obtenidas 
en nuestro estudio  resultaron adherentes a  la  superficie 
plástica  durante  condiciones  estándar  de  cultivo,  carac
terística  importante para su expansión  [9]. Las MSC  tie
nen  la  particular  capacidad  de  formación  de  colonias 
cuando son sembradas a bajas densidades  in vitro  [11]. 
La morfología y numero de colonias formadas proporcio
nan información preliminar sobre la capacidad que tienen 
las  células  progenitoras  para  diferenciarse  y  proliferar 
[12]. En este aspecto, nuestras PDMSCs mostraron con
tener una morfología fibroblástica y capacidad de forma
ción  de  colonia,  como  previamente  observado  [13].  Las 
MSCs cuentan con un número limitado de expansión an
tes de entrar en senescencia [14], por lo que un procedi
miento óptimo de cultivo asiste a extender el  tiempo de 
cultivo.  Nuestros  resultados  demostraron  que  las 
PDMSCs  tienen  la  capacidad  de  proliferación  por  hasta 
10  días,  antes  de  llegar  a  confluencia. Adicionalmente, 
fue posible la expansión de las PDMSCs por 10 pasajes 
durante  un  periodo  de  40  días.  La  propiedad  biológica 
que más identifica a las MSCs es su capacidad in vitro de 
diferenciación  ostegénica,  adipogénica,  y  condrogénica. 
Nuestras PDMSCs mostraron la capacidad de diferencia
ción a los tres linajes. 

La expresión de los antígenos de superficie CD73, CD90, 
y CD105 ha  sido utilizado  como método para  identificar 
las MSCs. Para este estudio utilizamos un parámetro de 
análisis  multicolor  compuesto  de  tinciones  triples  que 
permite el análisis de los tres marcadores en una misma 
muestra. Más del  95% de  la población de PDMSCs ex
presó positivamente a CD105 y CD73, como previamente 
reportado  [10]  mientras  que  el  87%  de  la  población  de 
PDMSCs expresó positivamente al marcador CD90, indi
cando la presencia de los tres antígenos en la superficie 
celular de PDMSCs. Curiosamente, los niveles de expre
sión de CD105 y CD90 aumentaron en pasajes posterio
res,  como  observado  anteriormente  con  CD105  en 
células madre mesenquimales derivadas del tejido adipo
so  [15]. Queda por dilucidar  si  las  funciones de CD105, 
como receptor para los ligandos TGFβs; y CD90, en re
gular  las  interacciones  celulares  y matrizcélula,  son  in
crementadas  al  avanzar  los  pasajes,  o  si  la  función  de 
CD73 en convertir  la adenosina monofosfato a adenosi
na, disminuye con los pasajes. 

Investigaciones que impulsen ensayos preclínicos para el 
desarrollo de terapias celulares son escasos en Panamá. 
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