CPAs: Células presentadoras de antigenos.

EICH: Enfermedad injerto contra hospedero.

G-CSF: Factor estimulador de colonias de granulocitos.

GM-CSF: Factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos.
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RESUMEN. A través del desarrollo de los mamiferos se generan diferentes tipos de células troncales. Cada
una de ellas se caracteriza por poseer cierto potencial de diferenciacién, siendo el cigoto el de mayor potencial.
Una vez formados los tejidos, practicamente en cada uno de ellos se localizan células troncales somaticas, las
cuales tienen un potencial de diferenciacién restringido. Ejemplo de ellas son las células troncales mesenqui-
males, las cuales se localizan en la médula 6sea, y debido a sus caracteristicas bioldgicas, es prometedor su
uso en protocolos de terapia celular. En particular, estas células tienen capacidad de soporte hematopoyético
y propiedades inmunosupresoras, y debido a ello, se han empleado para mejorar el trasplante de células tron-
cales hematopoyéticas y el tratamiento de la enfermedad injerto contra hospedero.

Palabras clave: Células troncales mesenquimales, trasplante de células troncales hematopoyéticas, enfer-
medad injerto contra hospedero, inmunosupresion, terapia celular.

ABSTRACT. Through the development of mammals, distinct types of stem cells are generated. Each stem cell
is characterized for its differentiation potential and among them, the zygote has the greatest potential. Once tis-
sues have been formed, almost in all of them are found somatic stem cells which have a restricted differentiation
potential. Examples of these cells are mesenchymal stem cells, which are located in bone marrow, and because
of their biological characteristics they are potentially applicable in cell therapy protocols. In particular, these
cells have the capacity of hematopoietic support and immunosuppressive properties, because of that, they have
been used to improve hematopoietic stem cells transplantation and for the treatment of graft-versus-host disease.

Key words: Mesenchymal stem cells, hematopoietic stem cells transplantation, graft-versus-host disease, im-
munosuppression, cellular therapy.
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INTRODUCCION

Durante el desarrollo embrionario, se generan
diferentes tejidos y 6rganos que culminan con
la formacién de un individuo. Ademas, durante
el crecimiento y en la etapa adulta, los tejidos y
o6rganos del cuerpo humano estan en constan-
te regeneracién. En ocasiones este proceso es
muy rapido, como sucede con la piel o los dife-
rentes componentes celulares de la sangre, los
cuales diariamente se estan regenerando. Di-
cho proceso también puede ser lento, como la
regeneracion en el cerebro. ;Cémo es posible
generar todo un organismo a partir de una sola
célula?, ;qué componentes celulares son los res-
ponsables de que el cuerpo humano sea capaz
de regenerar sus tejidos, asi como mantener o
restablecer la funcién adecuada del organismo?
Actualmente sabemos que los responsables de
estos procesos son las células troncales. Hoy en
dia, los dos retos principales a los que se enfren-
ta la medicina regenerativa son la obtencién de
células troncales y el mejor conocimiento sobre
su biologia. Ello permitiria hacer realidad la
idea de sustituir aquellos tejidos y 6rganos da-
nados por tejidos sanos provenientes de estas
células. Asi, a partir de la manipulacién de las
células troncales, seria posible obtener células
beta-pancreaticas productoras de insulina, ad-
ministrarlas al paciente y curar la diabetes tipo
I; en los enfermos con osteoartrosis, seria posi-
ble administrar células troncales con capacidad
para regenerar cartilago, mientras que en pa-
cientes con enfermedades neurodegenerativas
como Alzheimer y Parkinson, seria posible la
administraciéon de células troncales capaces de
regenerar neuronas.

Aunque actualmente ya hay protocolos cli-
nicos encaminados al uso de estas células para
el tratamiento de diversos padecimientos, como
los anteriormente expuestos, la realidad es que
aun desconocemos mucho de su biologia, y més
grave aun es hacer uso de las mismas sin te-
ner claros sus alcances y consecuencias. En este
articulo revisaremos diferentes aspectos de las
células troncales mesenquimales (MSC, por sus
siglas en inglés), una de las células troncales
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que en los Gltimos anos se ha considerado entre
las de mayor expectativa para su aplicaciéon en
medicina regenerativa.

Antes de describir a las MSC, la primera
pregunta a contestar seria: ;Qué es una célula
troncal? Actualmente, las células troncales se
definen con base en sus caracteristicas funcio-
nales. Son células no diferenciadas, con capa-
cidad de autorrenovacion, es decir, de producir
células i1dénticas a la inicial —lo cual permite el
mantenimiento de la poblacién de células tron-
cales—, pero ademas, tienen el potencial para
generar distintos tipos celulares. Existen dife-
rentes tipos de células troncales, que se gene-
ran durante el desarrollo de los mamiferos, y
cada una de ellas posee potenciales de diferen-
ciacion caracteristicos; con base en este poten-
cial se han clasificado en totipotentes, pluripo-
tentes y multipotentes.!

Con la fertilizaciéon del ovocito se produce
un huevo o cigoto, a partir del cual se gene-
ran todas las estructuras del embrién y todas
las estructuras extraembrionarias; debido a
esta capacidad, el huevo o cigoto se considera
como una célula troncal totipotente; estas cé-
lulas las podemos encontrar hasta el estadio
de morula, en el cual las ocho células que con-
forman esta estructura son totipotenciales.
Continuando con el desarrollo embrionario,
en el estadio de blastocisto, las células de la
masa interior de la blastula son capaces de
formar todos los tipos celulares de un organis-
mo adulto, pero ya no pueden generar las es-
tructuras extraembrionarias; estas células se
conocen como células troncales pluripotentes
o células troncales embrionarias. Otras célu-
las pluripotentes son las células germinales
primordiales obtenidas de la cresta gonadal.
Las tres capas germinales que se integran du-
rante el desarrollo embrionario se generan a
partir de las células troncales pluripotentes:
ectodermo (que origina piel y linajes neura-
les), mesodermo (que da origen a la sangre,
tejido adiposo, musculo, hueso y cartilago) y
endodermo (que origina tejidos del tracto res-
piratorio y digestivo). Finalmente, existen cé-
lulas troncales en la mayoria de los tejidos;
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estas células, llamadas células troncales mul-
tipotentes o somaticas, tienen capacidad de
autorrenovacién y diferenciacién limitadas y
son capaces de formar todos los tipos celula-
res diferenciados del tejido al cual pertene-
cen; si el tejido del cual provienen esta con-
formado por un solo tipo celular, entonces se
denominan unipotentes.*

De manera interesante, recientemente se
ha demostrado que algunas células troncales
somaticas provenientes de un tejido en parti-
cular, cuando son sometidas a condiciones de
laboratorio especificas, también son capaces de
generar tipos celulares con caracteristicas de
otros tejidos, a lo cual se ha denominado «plas-
ticidad celular», y esta propiedad genera mucha
expectativa sobre su posible uso en protocolos
de terapia celular, en los cuales se pretende re-
generar células, tejidos u érganos danados con
células troncales derivadas de tejidos sanos."?*

Aunque hoy en dia es posible obtener célu-
las troncales multipotentes de varios tejidos
y 6rganos adultos, las células troncales pro-
venientes de médula 6sea (MO) son las més
prometedoras en términos de terapia celular.
En este 6rgano podemos encontrar dos tipos
de células troncales: las células troncales he-

Diferenciacion
= o
Oooo 0 oﬂooo o0

matopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés)
y las MSC. La mayor parte del conocimiento
que actualmente se tiene sobre la biologia de
las células troncales se basa principalmente en
el estudio de las HSC, las cuales son respon-
sables de mantener diariamente la produccién
de células sanguineas (hematopoyesis) duran-
te la vida de un individuo. Por su parte, las
MSC dan lugar a la formacién de algunos com-
ponentes celulares del estroma de la MO que
participan en la generacién de un microam-
biente apropiado para que se lleve a cabo la
hematopoyesis (Figura 1).

Las MSC poseen diferentes propiedades
biolégicas que las hacen buenas candidatas
para ser empleadas en la terapia celular: a)
amplio potencial de diferenciacién (plastici-
dad), b) secretan factores tréficos que favore-
cen la remodelacion de tejidos, ¢) capacidad de
soporte hematopoyético, y d) tienen capacidad
inmunosupresora. Debido a estas propiedades,
actualmente las MSC ya se aplican en algunos
protocolos de terapia celular, mientras que su
uso potencial en otras patologias podria ser
viable en el futuro (Figura 2). En particular,
debido a su capacidad de soporte hematopo-
yético e inmunosupresion, las MSC ya se han

Células maduras de la sangre

Célula troncal hematopoyética

Rz

Células del estroma de la médula 6sea

0 ¢

= = Diferenciacion V " »
——— > U ;’F o *
Célula troncal mesenquimal Adipocito Fibroblasto
Osteocito estromal

Figura 1. Células troncales de la médula dsea. En la médula dsea se encuentran las células troncales hematopoyéticas y las células
troncales mesenquimales. De las primeras se originan todos los tipos celulares de la sangre y de las segundas se generan algunos de

los componentes del estroma medular.
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Expansion in vitro de MSCs

l

Amplio potencial de diferenciacion
Secrecion de factores tréficos
Capacidad de soporte hematopoyético
Propiedades inmunosupresoras

N

' S

Soporte hematopoyético y - Células
Osteocito  Cardiomiocitos  capacidad inmunosupresoraI Condrocito Neuronas pancreaticas
Regeneracion ~ Regeneracion ~ Trasplante de HSCs y Regeneracion Tratamiento de Tratamiento de
de hueso cardiaca tratamiento de la EICH de cartilago enfermedades diabetes tipo |
neurodegenerativas

Figura 2. Células troncales mesenquimales y terapia celular. Debido a sus propiedades bioldgicas, las MSCs ya se aplican en el tratamiento
de algunas patologias y en el futuro podrian emplearse en el tratamiento de otros padecimiento (modificado de Montesinos y Castro, 2011).

empleado para mejorar el trasplante de HSC,
por una parte para la recuperacion rapida de
células hematopoyéticas postrasplante, asi
como para tratar una de sus principales com-
plicaciones, la enfermedad injerto contra hos-
pedero (EICH) (Figura 3).5

TERAPIA CELULAR CON CELULAS
TRONCALES MESENQUIMALES
EN TRASPLANTE DE CELULAS
TRONCALES HEMATOPOYETICAS

Células troncales mesenquimales y
capacidad de soporte hematopoyético

Para entender mejor la participacion de las MSC
en el trasplante de HSC, mencionaremos algu-
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nos aspectos relacionados con la hematopoyesis.
La hematopoyesis es el proceso a través del cual
se forman todas las células de la sangre, y tras el
nacimiento se lleva a cabo en la MO, donde hay
un microambiente apropiado que permite este
proceso. El estroma de la MO esta conformado
por diferentes tipos de células que proporcionan
las moléculas y sefiales indispensables para que
se lleve a cabo la hematopoyesis. Como ya men-
cionamos, hoy en dia sabemos que a partir de la
MSC se forman algunos de los componentes del
estroma de la MO; es decir, las MSC tienen la
capacidad para generar la mayoria de las células
que constituyen dicho tejido de sostén sobre el
cual las HSC proliferan y se diferencian.’

El trasplante de HSC es el Gnico tratamiento
con fines curativos para muchas neoplasias hema-
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tolégicas. Durante un trasplante de HSC, se pre-
tende sustituir a las células sanguineas anorma-
les por células sanas; para lograr esto, el paciente
primero es sometido a un régimen de condiciona-
miento con quimio y/o radioterapia, el cual preten-
de eliminar las células malignas. Posteriormente,
se administran por via intravenosa las HSC, las
cuales pueden provenir de la MO, sangre perifé-
rica movilizada o sangre de cordéon umbilical. Du-
rante el trasplante de HSC se pueden presentar
varias complicaciones: a) rechazo del injerto, b)
recuperacion hematopoyética lenta, y ¢) desarrollo
de EICH. Se ha demostrado que las MSC son ca-
paces de favorecer la aceptacién del injerto y una
recuperacién hematopoyética rapida.*

La primera evidencia de la participacion de
las MSC en mantener la hematopoyesis fue des-
crita por Friedenstein en 1974;” empleando un
modelo de ratén, demostrd que el trasplante de
células estromales de MO bajo la capsula del ri-
non result6 en la generacién de estructuras de-

70
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tienen propiedades
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del sistema inmune.

nominadas «osciculos», los cuales presentaban
caracteristicas histoldgicas similares a las de
la MO, ya que bajo el microscopio se podia re-
conocer tanto la formacién de estroma como de
células hematopoyéticas. Es importante resaltar
que los investigadores observaron que las células
hematopoyéticas provenian del receptor, mien-
tras que el estroma provenia del donador. Pos-
teriormente, en el mismo modelo, otros investi-
gadores demostraron que la inyeccién simulta-
nea de MSC y HSC acelera la recuperacion de la
hematopoyesis después de la irradiacion letal de
los animales receptores.® Con base en estos re-
sultados, se comenzo a plantear la posibilidad de
trasplantar a las MSC en procedimientos clini-
cos, para evaluar su eficacia en el favorecimiento
de la hematopoyesis en pacientes sometidos a un
trasplante de HSC; ademas, diferentes grupos
de investigacién comenzaron a estudiar los me-
canismos involucrados en la capacidad de sopor-
te hematopoyético por las MSC.?
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Se ha demostrado que las MSC son capaces de
regular la produccién de células sanguineas, de-
bido en parte a su capacidad de secretar citocinas
responsables de la proliferacién y diferenciacién
de las células troncales y progenitoras hematopo-
yéticas, entre ellas la interleucina 1 (IL-1), IL-6,
IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 e IL-15. Adema3s,
cuando las MSC se cultivan en presencia de IL-10,
producen factores de crecimiento como el factor
estimulador de colonias de macréfagos y granulo-
citos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) y el factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF,
por sus siglas en inglés), los cuales participan
en la maduracién de monocitos y granulocitos.!®
Ademas, las MSC también son capaces de regu-
lar la hematopoyesis mediante mecanismos de-
pendientes del contacto celular, ya que expresan
diferentes moléculas de adhesién, como ICAM-1,
ICAM-2, VACAM-1, L-selectina, CD44 (receptor
de hialuronato) e integrinas-p1 (CD29),'%! que
en conjunto permiten la interaccién célula-célula
entre las MSC y las HSC. Aunado a lo anterior,
en la regulacién de la hematopoyesis también son
importantes los componentes de la matriz extra-
celular, y se ha visto que las MSC son capaces de
secretar algunos de sus componentes, entre ellos,
colagena tipos I, III, IV y VI, fibronectina, lamini-
na, osteopontina y proteoglicanos, moléculas im-
portantes en el mantenimiento de las HSC mas
primitivas.!?

Actualmente, las MSC de MO se expanden a
gran escala para obtener un niimero suficiente
y coadministrarlas o administrarlas a los pa-
cientes que han recibido un trasplante de HSC.
Se ha visto que la administracién de MSC en
pacientes pedidtricos o adultos que recibieron
un trasplante de HSC es segura y no se obser-
van efectos adversos o toxicos; ademads, hay una
recuperacién mas rapida de neutrofilos y pla-
quetas. Los mecanismos a través de los cuales
las MSC ejercen este efecto benéfico in vivo son
poco conocidos, ya que se ha demostrado que las
MSC son capaces de injertar en la MO, pero en
bajo porcentaje, aunque debido a su potencial
de proliferacién y diferenciacién podrian ser su-
ficientes para restablecer el estroma medular
responsable de la formacién hematopoyética.*
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Propiedades inmunosupresoras de las
MSC y tratamiento de la enfermedad

injerto contra hospedero

Como ya mencionamos, durante el trasplan-
te de HSC se pueden presentar varias compli-
caciones, y una de ellas es el desarrollo de la
EICH; esta patologia se presenta cuando los
linfocitos T del donador reconocen como extra-
fias a las células del receptor y montan una res-
puesta inmune en contra de ellas. El dafio en
los tejidos y 6rganos del paciente puede ser tan
extenso que incluso puede provocar la muer-
te.!31¢ Dependiendo del tiempo de aparicién, la
EICH se clasifica en dos tipos. La EICH agu-
da (EICH-a) ocurre en los primeros 100 dias
después del trasplante, mientras que la EICH
cronica (EICH-c) ocurre después de este tiempo.
No se conoce con exactitud la patofisiologia de
la EICH; sin embargo, la EICH-a ha sido mejor
descrita que la EICH-c; por tal razén, se descri-
biran los mecanismos inmunolégicos involucra-
dos en la primera.'” Se han propuesto tres fases
que inducen la aparicién de esta enfermedad: 1)
activacion de las células presentadoras de anti-
genos (CPA) del hospedero debido al régimen de
acondicionamiento para el trasplante; 2) activa-
ci6n de los linfocitos T, los cuales proliferan y se
diferencian en respuesta a los antigenos histo-
incompatibles presentados por las CPA, y 3)
fase efectora celular e inflamatoria, en la cual
diferentes componentes celulares del sistema
inmune (linfocitos T citotéxicos y células NK) y
citocinas inflamatorias (IFNy, TNFa, IL-1, etcé-
tera) actiian en conjunto, promoviendo la infla-
macién y dafio tisular en diferentes érganos del
paciente.’®!® A continuacion describiremos de
qué forma las MSC participan en la regulacion
negativa de cada una de estas fases y, de esta
manera, contribuyen a resolver la EICH.
Diversos estudios han demostrado que
las MSC son capaces de regular la funcién
de diferentes componentes del sistema inmu-
ne innato (células NK) y adaptativo (células
dendriticas, los linfocitos T y linfocitos B).
Como ya se dijo, durante el desarrollo de la
EICH, la primera etapa consiste en la activa-
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cién de las células dendriticas debido al régi-
men de condicionamiento al cual es sometido
el paciente y que provoca un ambiente infla-
matorio en el organismo debido al dafio de
los tejidos. Las células dendriticas (CD) son
las células presentadoras de antigenos mas
importantes del cuerpo, y se encargan del
procesamiento y presentacién de antigenos a
los linfocitos T. Cuando un linfocito T virgen
o de memoria reconoce a su antigeno en la
superficie de una CD en el contexto MHC-I
o MHC-II, se induce su activacién, prolife-
racion y diferenciacidon, lo cual culmina con
la funcién efectora del linfocito T. Una CD
debe madurar para ser capaz de activar a los
linfocitos T; durante su maduracién, estas
células aumentan la expresion de MHC-1 y
MHC-II y moléculas coestimuladoras de lin-
focitos T (CD80 y CD86). Se ha demostrado
que una CD inmadura, ademas de no activar
a los linfocitos T, es capaz de inducir tole-
rancia. Diversas evidencias experimentales
sugieren que las MSC son capaces de afec-
tar la funciéon de las CD en tres niveles: a)
inhiben la diferenciacién de monocitos hacia
CD, b) mantienen el estado inmaduro de las
CD, y ¢) son capaces de revertir a una CD
madura hacia un estado inmaduro. Todo ello
disminuye su capacidad para activar linfoci-
tos T.1819

Continuando con la fisiopatologia de la
EICH, después de la activacién de las células
dendriticas, viene la activacién, proliferaciéon
y diferenciacion de los linfocitos T en res-
puesta a los antigenos histo-incompatibles
presentados por las CPA. Las células MSC
son capaces de secretar moléculas inmuno-
supresoras como IL-10, prostaglandina E2,
indol-amina-2, 3-dioxigenasa, TGFB, etcéte-
ra. Todas ellas disminuyen la proliferaciéon
de linfocitos T y su capacidad de secretar
citocinas proinflamatorias como el IFNy y
TNFo, contribuyendo asi a la generaciéon de
un ambiente antiinflamatorio. Aunado a lo
anterior, las MSC son capaces de inhibir la
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diferenciacién de poblaciones de linfocito T
proinflamatorias tipos Thl y Th17, y favo-
recen la diferenciaciéon de poblaciones tipos
Th2 y T reguladores; este tipo de linfocitos se
encarga de regular la respuesta inmune para
evitar dano en los tejidos causado por una
inflamacién exacerbada.2%-2*

Otras células involucradas en el dano a los
tejidos durante la EICH-a son las células NK;
éstas participan en la defensa del cuerpo con-
tra infecciones y cancer, ya que tienen efecto
citotoxico sobre las células infectadas o tumo-
rales. Se ha visto que las MSC son capaces
de afectar la proliferacion de las células NK
activadas, asi como su actividad citotoxica.?®

Debido a las propiedades inmunosupre-
soras anteriormente descritas, las MSC han
demostrado su eficacia en el tratamiento de
la EICH grados III-IV refractaria a esteroi-
des, tanto en nifios como en adultos. En todos
estos casos, se ha observado reduccién en la
incidencia y severidad de la EICH, incremen-
to significativo de la supervivencia, y no se
observaron efectos toxicos después de la ad-
ministracién de las MSC.26-30

CONCLUSIONES

Como hemos descrito a lo largo de esta revi-
si6n, las MSC representan una herramienta
biolégica con un adecuado potencial para ser
utilizadas en procedimientos de terapia celu-
lar relacionados con la regeneracién de célu-
las de diferentes tejidos, y mas ain, son una
realidad en procedimientos clinicos encami-
nados a mejorar la calidad en el trasplante de
HSC y en la disminucién de la EICH en aque-
llos pacientes que la desarrollan. Sin embar-
go, aun quedan muchos retos por enfrentar
en el conocimiento de la biologia de las MSC,
para que en un futuro se puedan utilizar en
aquellas patologias en las que se ha eviden-
ciado pueden ser aplicadas, asi como mejorar
su aplicacién clinica en aquellas en donde ya
se han utilizado.
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