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Realidades, posibilidades y esperanzas

Jaime Belkind-Gerson,* Ramo6n Suérez-Rodriguez**

RESUMEN

Existe unaampliagamaen el limite de la capacidad que poseen los
organismos vivos para la regeneracion de tejidos lesionados. El
ejemplo més dramético en |os vertebrados es la salamandra, la cual
puede tener una regeneracion completa de cola, extremidades, ojo,
mandibulay corazén. En el humano, hallazgos recientes sugieren
que aun en €l tejido nervioso, donde anteriormente se crefa no habia
capacidad de regeneracion, parecen existir mecanismos importantes
pararestaurar €l tejido neural lesionado. Esta es una revisién sobre
laevidencia experimental que apoyalaregeneracion nerviosa.

Palabras clave: Célulastroncales, lesion cerebral,
reparacion cerebral, regeneracion, trasplante de células.

INTRODUCCION

¢Como reparan |os organismos compl g os sus tejidos
dafados?

Esta es una de |as preguntas mas interesantes en
las ciencias de la biologiay la medicina. La repara-
cion de tejidos en los mamiferos es mucho més inefi-
ciente en comparacion con la dramética regenera-
cion tisular (incluyendo partes del cuerpo u érganos
completos) en el caso de organismos simples como
la planaria, la hidra o incluso en algunos vertebra-
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ABSTRACT

There is a wide range to the limit of the regenerative capacity
amongst different living organisms. The most dramatic example in
the vertebrates, is the salamander which can completely regenerate
its tail, extremities, eyes, mandible and even heart. In the human
being, important recent scientific findings have suggested possible
mechanism that may lead to regeneration even in neuronal tissue,
previously believed to have little or no regenerative capacity. In
this work, we discuss some of these observations and how they may
be used in human neuronal regeneration.

Key words: Stem cells, brain lesion, brain repair,
regeneration, cell transplantation.

dos.t Un ejemplo asombroso de estos Ultimos es la
salamandra (Figura 1), lacual puede regenerar com-
pletamente la cola, las extremidades, el ojo, la man-
dibulay el corazon.® Cuando nifios, cuantas veces

Figura 1. La salamandra nos ha dado informacién muy valiosa so-
bre los mecanismos involucrados en el proceso de regeneracion.
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tratamos de atrapar una lagartija por la cola para que-
darnos agarrando exclusivamente ésta, que continua-
ba moviéndose, mientras el animal que la habia dgja
do escapaba, jparaluego hacer crecer una nueval

En los Ultimos afios, el temade la regeneracion ha
despertado alin més interés, gracias a algunos hallaz-
gos recientes de extrema importancia

El primero de ellos es el descubrimiento de célu-
lastroncales (CT) del adulto, que aparentemente per-
sisten durante la vida del individuo. Al menos en
condiciones de experimentacion, estas células indi-
ferenciadas se autorreplican y pueden dar lugar a cé-
lulas diferenciadas pertenecientes a diversos tipos de
6rganos y a diferentes capas embrionarias.>* Mas
adelante relataremos algunas experiencias propias
sobre este campo en nuestro laboratorio.

El segundo descubrimiento eslatecnologia de trans-
ferencia de nicleo o la clonacion. Esta es la técnica
mediante la cual se transfiere un nicleo de una célula
somética a un ovocito para reconstituir un organismo
completo. Mediante la transferencia de nucleo, se ha
demostrado que €l ntcleo de una cé ula somética puede
regresarse a un estado totipotencia (Figura 2).

El tercer hallazgo, aunque aln controversial, es el
descubrimiento de que células de tejidos especificos
pueden aparentemente migrar y llegar hasta otros 6r-
ganos donde se establecen y diferencian aun tipo ce-
[ular propio del 6rgano. Los € emplos més notables
de este fendmeno son las observaciones realizadas
en pacientes femeninas receptoras de un trasplante
de érgano solido o de médula Gsea proveniente de un
donador masculino. Meses después del trasplante, se
encontraron células que contenian el cromosoma 'Y
en el higado en forma de hepatocitos y colangioci-
tos, en €l rifion como células epiteliales renales,® en
el pulmén como células epiteliales y endoteliales,’
en el corazén como cardiomiocitos® y en el cerebro
como neuronas.® Y a que en esta revision nos concre-
tamos atratar la regeneracion cerebral, discutiremos
con més detalle la evidencia actual de regeneracion
neuronal cerebral.

CELULAS TRONCALES NEURALES
A mediados del siglo XIX, enrespuestaa temadere-

generacion en los mamiferos, J Cohneim! planted una
hip6tesis en la que postulaba que todas | as células del

Figura 2. Imagen de microscopia electrénica de barrido de una
célula troncal embrionica que se obtuvo gracias a la técnica de
transferencia de ntcleo.

proceso regenerativo provenian del torrente sanguineo
y, por lo tanto, de la médula 6sea. Experimentos ini-
ciales en animales sugirieron que, en € proceso rege-
nerativo, solamente las células inflamatorias prove-
nian de lasangrey médula 6sea. Debido a estas obser-
vaciones, |os estudios subsecuentes se enfocaron en
analizar €l papel regenerativo de las c8ulaslocalesen
cada 6rgano. Este tipo de estudios dio luz alos hallaz-
gos de las células troncales que residen en varios or-
ganos, entre otros. musculo, tejido adiposo, higado,
membranas sinovialesy cerebro. La observacion in-
creible que e cerebro humano posnatal posee células
troncal es que aparentemente perduran durante nuestra
vida adultay que pueden dar lugar a nuevas neuronas
ha abierto una puerta importante en el campo de la
medicina regenerativa. Hasta hace poco tiempo, se
creiaque la habilidad cerebral de restaurar su funcion
através de la regeneracion neura era nula. Incluso
existetrabajo en el cual sereportaque las célulastron-
cales cerebrales vivas se aidaron de cadaveres huma-
nos de hasta cinco dias de muertos mantenidos en re-
frigeracion.’© Las células troncal es obtenidas de estos
cadaveres dieron lugar a nuevas neuronas y células
gliaesin vitro. En laactualidad, se cree que la presen-
ciadelas céulastroncalesen € cerebro puede, al me-
nos en parte, explicar la gran plasticidad cerebral y
mejoriafunciona gque se observaen muchos pacientes
después de unalesién cerebral, incluso extensa. No se
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sabe alin, sin embargo, € papel especificoy la capaci-
dad regenerativa de éstas en respuesta a las diferentes
patologias adquiridasy congénitas del sistema nervio-
so central. En la actualidad un gran nimero de publi-
caciones cientificas estan dedicadas a este campo de
investigacion.

Otra serie de reportes asombrosos han descrito la
manera en que células troncales de otros sitios del
cuerpo, en especial de médula ésea, pueden diferen-
ciarse in vitro a diversos tipos de neuronas.®1112
Con base en observaciones como éstas se halogrado
trasplantar células troncales derivadas de médula
6sea, células troncales de cerebro, células troncales
embrionicas y células troncales derivadas de tumo-
res a cerebro de animales de experimentacion
(como modelos de reparacion cerebral) en diversos
tipos de enfermedades. La mayor evidencia de que
existe mejoria funcional con los implantes se hare-
gistrado en la enfermedad de Parkinson. Por gjem-
plo, en un modelo que utilizé ratones con Parkinson
experimental se observé aumento importante en el
nivel de dopaminay mejoria funcional después de
un trasplante de neuronas fetales de la region ventral
mesencefdlica al estriatum (el conjunto del nicleo
caudado y €l putamen del nucleo lenticular recibe el
nombre de estriatum).'® En humanos, trasplantes si-
milares han causado mejoria clinica que se observa
gradua mente, pero no de inmediato.'* Esto sugiere
gue se van acumulando conexiones sinapticas que
eventualmente llevan a una transmision dopaminer-
gica suficiente para mejorar los defectos neurol 6gi-
cos. En autopsias de pacientes que han recibido tales
trasplantes, se ha observado que las célul as trasplan-
tadas sobreviven y que en ellas ha surgido un creci-
miento axénico con formacion de nuevas conexiones
singpticas. Estos pacientes también demuestran me-
joriaen la captacion de [*8F] fluorodopa en €l estria-
tum en estudios tomogréaficos de emisién de positro-
nes (PET scan), lo cual sugiere que las células tras-
plantadas han mejorado |a neurotransmision media-
da por dopamina a ese nivel.1®

En el caso del infarto cerebral, aunque hay al-
gunas similitudes con la enfermedad de Parkinson
(es decir, mueren neuronas en un sitio especifico del
cerebro y al ser reemplazadas mejora la funcion)
existen diferenciasimportantes. Entre éstas, la muer-
te neuronal es mixta, es decir, generalmente no solo
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muere un tipo de neuronas; ademas, |as vias neurol 6-
gicas gque se interrumpen son complejas. Sin embar-
go, las células troncales son células inmaduras e in
Vvitro responden a sefiales que se presentan en su mi-
croambiente parallevar a cabo funciones de supervi-
vencia, proliferacion y diferenciacién. Por esto se
cree que, bajo ciertas condiciones, las células tronca-
les pueden diferenciarse hacia el tipo celular requeri-
do para regenerar el tejido dafiado con las sefiales
adquiridas directamente en el sitio de lalesion. Qui-
zés gracias a esto, a pesar de las dificultades mencio-
nadas, el tratamiento experimental de lesiones isqué-
micas focales en animales ha demostrado ser una
gran promesa. Entre |os més excitantes reportes de
estudios con model os animal es, mencionaremos |os
transplantes corticales fetales en la neocorteza del
adulto con lesiones isquémicas, que han reintegrado
conexiones neurales con la corteza, el tdlamo y los
nlcleos subcorticales del receptor.2® Los animales
trasplantados presentaron una notable mejoria neuro-
l6gica. En otros experimentos, neuronas derivadas
de un teratoma humano (células NT2) implantadas a
estriatum después de un infarto sobreviveny serein-
tegran al cerebro del receptor, formando nuevas co-
nexiones y crecimiento axonico y revirtiendo defi-
ciencias neurol dgicas del animal.'’

El primer estudio de implantacién neural parain-
farto cerebral en humanosincluyo 12 pacientestrata-
dos con neuronas LBS derivadas de un teratocarci-
noma.’® Aungue este estudio no estaba disefiado
para evaluar mejoriaclinica, después de laimplanta-
cion, los pacientes trasplantados mejoraron su pun-
tuacion en las escalas neurol 6gicas de la European
Stroke Scale y del NIHSS. Estudios tomogréaficos
por emision de positrones (PET scan) demostraron
aumento de actividad metabdlicaen el &rea del tras-
plante seisy 12 meses después del mismo. Diecio-
cho meses después del implante, los resultados de la
autopsia de un paciente demostraron que las células
implantadas habian sobrevivido y habian formado
nuevas conexiones. Estos estudios han despertado
gran interés y optimismo en este campo. En la actua-
lidad se trata de entender si los implantes contribu-
yen alamejoria clinica gracias a uno o mas de los
siguientes mecanismos: 1) restablecimiento de vias
neurales largas, 2) formacion de conexiones locales
0 3) mediante mecanismos neurohumoral es.
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Como mencionabamos, una caracteristica impor-
tante de las células troncales es que responden a las
sefial es que se presentan en su microambiente. Tam-
bién hemos comentado que existen células troncales
derivadas de médula 6sea. Con base en estas premi-
sas, revisemos de nuevo la hipétesis de Cohneim que
parecia haber sido desechada hace varios afios.

REPARACION NEURAL
CON CELULASDERIVADASDE
LA MEDULA OSEA

Recordemos lo anteriormente dicho acerca de los
hallazgos de células derivadas de un trasplante de
organos o de médula Gsea que con el tiempo han
migrado a diferentes 6rganos del receptor para dife-
renciarse hacia uno o mas tipos celulares del 6rga-
no donde se han restablecido. Estos datos sugieren
que: 1) existen células (posiblemente troncales) en
organos implantados y en la médula 6sea que pue-
den dar origen a células de distinto tipo, incluso de
distintos 6rganos; y 2) que éstas probablemente mi-
gran a través de la sangre para llegar a su nuevo
destino de implantacion. Ademéas de estas premi-
sas, existen gran nimero de reportes en los que se
documenta la implantacion en diferentes érganos
de células derivadas de médula 6sea (ya sean célu-
las totales o diferentes subpoblaciones) que se in-
yectaron por via hematégena en animales de expe-
rimentacion. Junto con esto, existen muchos articu-
los que describen la obtencién in vitro de células
precursoras de tejidos no hematopoyéticos, a partir
de células de médula 6sea.

Lateoria de Cohneim vuelve a aparecer como
posible o quizas hasta probable con estas tres ob-
servaciones: 1) células de diversos tipos en dife-
rentes tejidos que poseen cromosoma Y en recep-
tora femenina de trasplante de 6rgano o de médula
Osea de donador masculino, 2) implantacion y di-
ferenciacion de células originadas en médula sea
que fueron inyectadas al torrente sanguineo de
animales de experimentacién y 3) obtencion in vi-
tro de células precursoras de tejidos no hematopo-
yéticos a partir de células de médula 6sea. Es im-
portante agregar que, asi como hay evidenciaafa-
vor de estas observaciones, |la hay en contra. Re-
cientemente se encontrd tanto in vitro como in

vivo (a nivel hepético) que las células originarias
de médula 6sea no se diferenciaron hacia células
maduras del receptor, sino que se fusionaron las
células donadas con las del receptor, formando
nuevas células que contenian cromosomas de am-
bos, receptor y donador. No se sabe aln si esto re-
presenta un estado intermedio que después lleva a
la generacion de células “normales” o si estas
nuevas células pudieran representar patologia para
el receptor. Estas observaciones han puesto en
duda los reportes previos que concluian que las
células originarias de médula 6sea se habian dife-
renciado hacia células de otros 6rganos, cuando
pudieron haberse fusionado con células del hués-
ped causando un error de interpretacion.'®

REPARACION NEURAL
POR TEJDO SANO ADYACENTE

Uno de |os problemas més importantes para regene-
rar las lesiones del sistema nervioso central, parti-
cularmente las de médula espinal, es que es dificil
restablecer vias neurales, particularmente vias lar-
gas. Varios afos de experimentos fallidos en lesio-
nes medulares finalmente lograron hacernos enten-
der que en lalesion existen inhibidores del creci-
miento del cono axonico. Dichos inhibidores difi-
cultan la reintegracion de las vias que se han
interrumpido, aunque se implanten células tronca-
les 0 neuronas a ese nivel. En los Ultimos afios, este
campo también ha tenido progreso importante ya
gue se han encontrado y descrito inhibidores del
crecimiento neural, que se derivan de lamielinay
de lacicatriz glial.?® Una vez que existe una lesién
neural, |as neuronas dafiadas entran en contacto con
la mielina que se ha liberado de otras neuronas le-
sionadas. La mielina contiene varios inhibidores
gue impiden que las neuronas que no han muerto
restablezcan sus conexiones. Entre estos factores,
los méas importantes que se han descrito hasta el
momento son: Nogo, myelin-associated glycopro-
tein y oligodendrocyte-myelin glycoprotein.2°

Es interesante el que todos estos factores actlian
anivel de un receptor especifico y otro que com-
parten en comdn (p75N™R). En model os experimen-
tales, ha sido posible bloquear a este receptor y ob-
servar una regeneracion axonica de hasta 2 cm.
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Figura 3. Probables mecanismos de regeneracion cerebral. 1)
Migracién, replicacion y diferenciacion de células troncales. 2)
Células (¢ troncales?) que llegan por via hematdgena. 3) Reinte-
gracion de vias por neuronas cercanas a lesion.

Con esto, la esperanza de la curacion de este tipo
de lesiones ha surgido con nuevo impetu. Otro ha-
[lazgo interesante es que en estos mismos model os
se observo que, al bloquear |os receptores de las
proteinas que causan inhibicion, se formaron nue-
vas vias que emanaban de neuronas no lesionadas,
adyacentes a la lesion. Con esta observacion existe
evidencia de que, al parecer, hay a menos tres me-
canismos pararegenerar a sistema nervioso central
(Figura 3): 1) células troncal es neurales que habi-
tan el sistema nervioso central y que pueden repro-
ducirsey diferenciarse hacia el tipo neuronal reque-
rido; 2) células que migran de otros lados, posible-
mente con origen en la médula 6sea, y pueden im-
plantarse en el cerebro y dar lugar a nuevas
neuronas; y 3) reintegracion de vias neurales por
las neuronas viables, vecinas a lalesion.

NUESTRA EXPERIENCIA
Y CONCLUSIONES

Recientemente hemos descrito el aislamiento y culti-
vo de un tipo de células que provienen de intestino
delgado y grueso posnatal de roedoresy de humanos
con alta capacidad reproductiva (Suédrez-Rodriguez y
Belkind-Gerson. Stem Cells 2004; 22: 1373-1365).
Dichas células son positivas a la expresion de nesti-
na, una proteina expresada en células troncal es neu-
rales del cerebro (Figura 4).
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Cuando estas células son expuestas a un medio de
cultivo definido in vitro, expresan una alta propor-
cion de factores transcripcionales proneurales
(SOX10, MASH-1y neurogenina-2 (Figura5) y se
diferencian hacia neurona o neuroglia (Figura 6).

En nuestros cultivos, pudimos también encontrar
células positivas a O4, es decir que estas células pa
recen ser oligodendrocitos. Normalmente no existen
oligodendrocitos en €l intestino. Esto sugiere que en
este modelo in vitro algunas de las células pueden

Figura 4. Inmunohistoquimica de células troncales positivas a
nestina. Notense células en diferentes estadios de diferenciacion
y las abundantes conexiones que forman entre si.

Figura 5. Inmunofluorescencia de células troncales positivas a
nestinas (verde). Varias de ellas son también positivas a neuro-
génina-2 (expresion nuclear, amarillo). Nétese cémo algunas cé-
lulas que estan en proceso de division tienen mas de un nicleo.
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Figura 6. Inmunofiuorescencia de neuronas derivadas de células
troncales intestinales, positivas a f-tubulina lll (proteina especifi-
ca neuronal).

Figura 7. Inmunohistoquimica para la expresion de p75NR en las
Células troncales intestinales. Nétese cémo aproximadamente
50% expresan este receptor.

diferenciarse hacia un fenotipo del sistema nervioso
central, y no del sistema nervioso entérico.

Las neuronas que resultan de dicha diferenciacion
expresan varios neurotransmisores, tanto motores
excitatorios como inhibitorios y sensoriales, que se
encuentran normalmente expresados en el sistema
nervioso central y en el sistema nervioso entérico.

El hallazgo de estas células derivadas de un te-
jido fécilmente accesible a la biopsia, como lo es

el intestino, sugiere la posibilidad del uso de estas
células en trasplantes aut6logos para lesiones del
sistema nervioso central; ademas de lograr mode-
los que ayuden a entender los fendmenos norma-
les de diferenciacién celular intestinal y, de esta
manera, sugerir tratamientos alternos en patologia
gastrointestinal.

Figura 8. Inmunofluorescencia en seccion de intestino delgado
de roedor para buscar la actividad de nestina. Nétese cémo la
mayor expresion se encuentra proxima a vasos sanguineos.

Figura 9. Inmunohistoquimica que demuestra expresién de CD34 en
células troncales intestinales (microscopia de contraste de fases).
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El origen de estas células troncales no es aln co-
nocido; sin embargo, algunos datos nos orientan.
Aproximadamente 50% de las células troncal es ex-
presan p75NTR (Figura 7). Este receptor se expresa
en células que migran de lacrestaneural en vidaem-
brionaria, lo cual sugiere que su origen, a igual que
el del sistema nervioso entérico, puede ser delacres-
ta neural. Por otra parte, en secciones de intestino
delgado de roedores, encontramos que la expresion
mas alta de nestina tiene lugar cerca de éreas de la
mucosa y submucosa, particularmente cerca de va-
sos sanguineos (Figura 8). Esto nos incit6 a buscar
marcadores hematégenos en las células troncales in-
testinales. Encontramos alta expresion de c-Kkit,
CD34, CD45 ROy CD20 (Figura 9), lo que hace su-
poner un posible origen hematdgeno de al menos
una fraccion de las células troncales intestinales.

Nuestras observaciones con respecto ala génesis
de las células troncal es intestinal es sugiere un do-
ble origen. Una parte parece provenir de lineas he-
matogenasy otro de lacrestaneural. Tales observa-
ciones sobre el origen de las células troncales en
los tejidos posnatales son un ejemplo, entre otros,
de las controversias que existen actualmente en el
campo de laregeneracion tisular, tal como anterior-
mente discutiamos acerca de las controversias de la
teoria de Cohneim. Muchas dudas seran contesta-
das en los proximos afos, seguramente para topar-
nos con una nueva lista de incégnitas. Aun asi, en
los dltimos afios, en este campo se han realizado
importantes adelantos y la posibilidad de regenera-
cion de tejidos que se consideraban irregenerables,
como son el corazon y el cerebro, estdn demostran-
do enormes promesas para un futuro proximo.

Estos estudios deben de darnos armas en el campo
regenerativo en a menos dos frentes: 1) entender y
posiblemente poder manipular 10s mecanismos in-
trinsecos naturales de regeneracion tisular y 2) per-
mitir los trasplantes celulares (locales o por via he-
matogena) con un armamentario celular donde éstas
cuentan con las caracteristicas “ideales’ parareparar
cadatipo delesién en cadatipo de 6rgano. Por ahora
Vivimos una etapa muy emocionante en estaramade
lamedicina; el futuro estalleno de promesas.
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