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ABSTRACT

In the last years, stem cells have drawn the attention of vari-
ous sectors of society for many reasons. From the basic point
of view, stem cells represent an ideal model to study cell dif-
ferentiation and self-renewal mechanisms. However, their
potential in cell therapy and regenerative medicine has trig-
gered the increasing amount of knowledge in this area. Mes-
enchymal stem cells belong to the select group of adult stem
cells. They have differentiation potential towards mesenchy-
mal tissues such as bone, cartilage, stroma and fat. Recently,
both in vivo and in vitro reports have shown a greater plastici-
ty of mesenchymal stem cells, showing not only a mesenchymal
cell fate but also those leading to endothelial, nervous and
muscular lineages. For these reasons, the study of mesenchy-
mal stem cells has gained great interest and many articles
have been published. In the present review, we have present-
ed a global vision of this topic, including its history, biolog-
ic features, sources, isolation methods and an overview on
their clinical application.

Key words. Mesenchimal stem cell. Plasticity. Stroma.
Cellulatherapy.

INTRODUCCION

Las células troncales son un grupo especifico de
células indiferenciadas que tienen un potencial pro-
liferativo elevado y que presentan dos caracteristicas
fundamentales: son capaces de autorrenovarse, es
decir, de formar células idénticas a las células de ori-
gen, y tienen la capacidad de generar uno o mas ti-
pos celulares que desempefian funciones especializa-
das en el organismo.! Dependiendo de su origen, las
células troncales pueden dividirse en células tronca-
les embrionarias y somaticas. Las células troncales

RESUMEN

En los Gltimos afios, el tema de las células troncales o
células madre ha llamado la atencién a varios sectores de la
sociedad por diversas razones. Desde el punto de vista basico,
constituyen un inmejorable modelo para estudiar los mecanis-
mos de diferenciaciéon y autorrenovacion celular. Sin em-
bargo, es sin duda, su potencial en la terapia celular y la
medicina regenerativa lo que ha disparado la generaciéon de
estudios y conocimientos sobre este tema. Las células tron-
cales mesenquimales pertenecen al selecto grupo de células
troncales de tejido adulto. Poseen un gran potencial de dife-
renciacién a diversos tejidos mesenquimales, como hueso,
cartilago, estroma y tejido graso. Reportes recientes, tanto in
vitro como in vivo han demostrado una mayor plasticidad
celular, ya que son capaces de originar células endoteliales,
musculares e incluso células neuronales. Es por esto que el
estudio de las células troncales mesenquimales ha cobrado
un gran interés y ha generado una gran cantidad de infor-
macién. En este trabajo de revisién se presenta una vision
global sobre ellas, abarcando su historia, métodos de obten-
cién, caracteristicas biol6gicas, fuentes de obtencién y apli-
cacion clinica.

Palabras clave. Células troncales mesenquimales. Plastici-
dad. Estroma. Terapia celular. Células madre.

embrionarias (CTE) son células pluripotenciales, es
decir, cada una de ellas es capaz de generar todos
los tipos celulares del organismo. Por su parte, las
células troncales somaticas son, en su mayoria, mul-
tipotenciales ya que pueden generar una gran varie-
dad de tipos celulares dentro de un tejido especifico.!

El estudio de las CTE humanas se ha visto inte-
rrumpido en muchos paises por la enorme controver-
sia ética que representan, al ser generadas a partir de
los primeros estadios del desarrollo embrionario.?
Por otra parte, en los Gltimos afios, ha crecido nota-
blemente el interés en las células troncales somati-
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cas de multiples tejidos humanos, ya que ademas de
ser de enorme interés bioldgico, éstas no representan
ningun reto ético y muchas veces se obtienen de teji-
dos gque son desechados, como la placenta o la san-
gre de corddn umbilical. En la actualidad, el estudio
de las células troncales ha estado enfocado tanto a
la generacién de conocimientos basicos sobre su bio-
logia, como a su manipulacién in vitro para su posi-
ble aplicacién clinica.

Dentro del grupo de células troncales de adulto,
las células troncales hematopoyéticas han sido las
mas estudiadas (desde de los afios 50’s), y en la ac-
tualidad se tiene un panorama bastante claro de su
estructura y biologia.® La investigacion sobre célu-
las troncales de otros tejidos ha sido mas reciente.
Particularmente, el estudio de las células tronca-
les mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés)
comenzo en la década de los 70’s y estuvo enfocado
primordialmente al conocimiento de su papel en la
formacidn del estroma hematopoyético. Gracias a
diversos estudios que han demostrado el amplio po-
tencial de diferenciacién de las MSC hacia tejidos
neuronales y musculares, estas células han cobrado
mayor importancia durante la Gltima década.

Las MSC se localizan principalmente en la médu-
la ésea y tienen la capacidad de dar origen a diver-
sos tipos celulares, como los fibroblastos medulares
o células reticulares, adipocitos, osteoblastos y
condrocitos. Estudios realizados tanto in vivo como
in vitro han demostrado la plasticidad de estas cé-
lulas, dando origen a células no hematopoyéticas
como miocitos, tenocitos y células nerviosas, entre
otras.3®

A pesar de ser en la actualidad una opcién tera-
péutica para multiples enfermedades, el estudio de
las MSC es controversial y no esta exento de obs-
taculos. Hoy en dia, por ejemplo, no se cuenta con
una técnica estandar para su obtencién, ni con una
nomenclatura aceptada universalmente.

El campo de estudio de las MSC es muy fértil, vy,
como veremos a lo largo de esta revision, estas célu-
las parecen ser una alternativa al uso clinico de las
CTE.

HISTORIA DE LAS CELULAS
TRONCALES MESENQUIMALES

El estudio de las MSC comenzo a finales de los
afios 60’s y se extendid durante la década de los 70’s,
con los trabajos realizados por Friedenstein, et al. -°
Este grupo, utilizando ratones y cobayos, describio
por primera vez una poblacién de células adherentes
de médula 6sea que formaban parte del estroma me-

dular y que daban origen al microambiente hemato-
poyético. Dichas células fueron denominadas como
mecanocitos estromales o unidades formadoras de
colonias de fibroblastos (CFU-F, por sus siglas en
inglés).

En la década de los 80’s, varios grupos de investi-
gacion se dieron a la tarea de caracterizar a la po-
blacion celular de médula 6sea, capaz de originar el
estroma medular, hueso y cartilago.'®1?2 Durante
esta etapa, los investigadores trabajaron intensa-
mente en la caracterizacion y la biologia de las célu-
las troncales mesenquimales. Los estudios se basa-
ban en modelos animales, principalmente ratones, a
los que se les trasplantaban células de médula 6sea
de ratones singénicos.®

Piersma, et al. demostraron que las células de mé-
dula 6sea contienen progenitores de fibroblastos,
qgue podian ser trasplantados junto con las células
hematopoyéticas.!! Por su parte, Owen et al. demos-
traron que estas células tenian la capacidad de origi-
nar tejido 0seo, cartilaginoso y conjuntivo, y que a
partir de una pequefia cantidad de células de médula
6sea inoculadas en camaras de difusion en modelos
in vivo, se generaban una gran cantidad de células
estromales, lo que dejaba claro el gran potencial de
proliferacion y diferenciacion de estas células.'?13
Sin embargo, faltaban estudios con clonas aisladas
gue permitieran establecer si los osteoblastos, con-
drocitos y fibroblastos que originaban estos tres teji-
dos provenian de un progenitor comun en la médula
0sea o de distintos progenitores estromales.

Friedenstein et al. abordaron esta pregunta y
en 1987 arrojaron los primeros resultados.!® Estos
autores encontraron que las colonias de morfolo-
gia fibroblastoide, formadas al cultivar in vitro
una suspension de células provenientes de la médula
0Osea, derivaban de un solo progenitor (CFU-F); de-
mostraron también la gran capacidad proliferativa
de las CFU-F, su habilidad para autorrenovarse y su
multipotencialidad. Con base en la evidencia experimen-
tal obtenida hasta ese entonces, a finales de los 80’s
Owen y Friedenstein propusieron que existia una
célula troncal presente en el tejido conjuntivo aso-
ciado a la médula dsea, capaz de dar origen a di-
ferentes tipos celulares, entre los que se incluia el
tipo osteogénico.'® Estos autores la denominaron
como célula troncal estromal (Figura 1). Hasta ese
momento, todos los estudios realizados habian sido
en modelos animales. Sin embargo, afios mas tarde,
Caplan et al. desarrollaron una metodologia que
permitia cultivar y trasplantar células mesenqui-
males de humanos adultos y obtener la formacién
de hueso.'*
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Cartilago tejido adiposo hueso

Fibroblasto
estomal
|. Figura 1. Diferenciacion de las cé-
lulas troncales mesenquimales de médu-
estroma la 6sea en células de linaje mesenquimal:
medular adipocitos, osteoblastos, condrocitos y

fibroblastos estromales.

METODOS DE OBTENCION DE LAS
CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Desde los primeros estudios realizados por Frie-
denstein y Owen, se encontro que la poblacién de
células que se adheria al plastico en cultivo era hete-
rogénea, tanto en morfologia como en capacidad de
diferenciacion. Estos dos autores, por un lado, y mas
tarde Kuznetsov, demostraron que no todas las
unidades formadoras de colonias de fibroblastos o
CFU-F tenian el mismo potencial para dar origen a
células de distintos linajes.’®1% Por lo tanto, se hizo
necesario estandarizar las condiciones para cultivar-
las y diferenciarlas in vitro.

Friedenstein et al. fueron los primeros en obte-
ner, de manera consistente, células adherentes de
médula 6sea, las cuales incluian a las células tron-
cales mesenquimales; hasta la fecha, este método de
obtencion sigue siendo utilizado. La metodologia
establecida por Friedenstein consistia en cultivar
células provenientes de médula dsea de organismos
adultos, después de un lapso de tiempo retiraba
todas las células en suspensidn y cultivaba a las cé-
lulas adheridas a la caja de cultivo. Las células ad-
herentes eran heterogéneas, sin embargo, después
de varias resiembras, predominaban células que
crecian en forma de colonias fibroblastoides, deno-
minadas células clonogénicas progenitoras de fi-
broblastos o unidades formadoras de colonias de fibro-
blastos.16:17

Caplan et al., en la década de los 90’s, lograron
obtener y diferenciar MSC de humanos adultos, mo-
dificando el método utilizado por Friedenstein.® Su
metodologia consistia en obtener médula dsea de as-
pirados de cresta iliaca de donadores sanos y células
de médula de la epifisis femoral. Las células se obte-
nian en la fraccion de baja densidad de un gradiente
de Percoll. Después de tres dias de cultivo las células
no adherentes eran removidas y las células adheren-
tes seguian siendo cultivadas in vitro. Los autores
encontraron que de todas las células mononucleares
sembradas, Ginicamente una baja proporcion tenia la
capacidad de adherirse y formar colonias. La mayor
parte de las células adheridas tenia una morfologia fi-
broblastoide, con pocas células poligonales, adipociti-
cas o redondas. La frecuencia que reportaron fue de 1
a 5 CFU-F por 100,000 células nucleadas de médula
Osea que fueron sembradas. Las colonias se forma-
ban entre los 14 y 21 dias; sin embargo, después de
ese periodo se daba un crecimiento exponencial y las
células cubrian rapidamente el area de cultivo.

Actualmente, algunos grupos contintan utilizan-
do el gradiente de Percoll para obtener a las MSC,
sin embargo, otros grupos han utilizado gradientes
de Ficoll.1%20-23 Majumdar en 1998, realizd una com-
paracion entre ambos métodos y encontro que al uti-
lizar el gradiente de Percoll se obtenia una pobla-
cion mas homogénea y pura de MSC; sin embargo,
en este estudio también se utilizaron medios de cul-
tivo diferentes, por lo que los datos no pueden ser

500 Flores-Figueroa E, et al. Células troncales mesenquimales. Rev Invest Clin 2006; 58 (5): 498-511



concluyentes.?* En la actualidad, ambos métodos de
obtencion son aceptados.

La obtencion de las MSC de médula 6sea median-
te gradientes de densidad tiene la desventaja de que
en las primeras resiembras se encuentran tanto cé-
lulas endoteliales como macréfagos contaminando
los cultivos, por lo que éstos son muy heterogé-
neos.?® Es por esta razén que recientemente se han
tratado de implantar nuevas metodologias que per-
mitan obtener MSC mas puras y homogéneas.

Los métodos de separacion celular empleados se
basan tanto en algunas caracteristicas fisicas de las
células, como su tamafio, asi como en caracteristicas
inmunofenotipicas.?>2% De acuerdo con su inmunofe-
notipo, las células pueden ser seleccionadas por dos
métodos denominados seleccion positiva o seleccion
negativa, ambos métodos requieren del uso de un citéme-
tro de flujo o de una columna inmunomagnética. La
seleccion positiva se basa en el reconocimiento por
un anticuerpo de una molécula presente en la célula
de interés. Este método es muy util cuando el anti-
geno utilizado para reconocer a la célula se expresa
Unicamente en la célula de interés, puesto que, de lo
contrario, se seleccionarian varios tipos celulares. A
pesar de que en la literatura se han publicado algu-
nos trabajos utilizando la seleccién positiva con an-
ticuerpos dirigidos contra dos diferentes antige-
nos presentes en las MSC, como el anticuerpo
STRO-1 vy el receptor de baja afinidad del factor de
crecimiento neuronal, estos antigenos tienen la
desventaja de estar presentes en otros tipos celu-
lares, como células eritroides y células nerviosas,
respectivamente.?”?8 El inconveniente de la selec-
cion positiva es que hasta la fecha no se cuenta con
un anticuerpo que reconozca Unicamente a MSC. La
seleccidn negativa, por otra parte, se basa en la eli-
minacion de células distintas a la poblacién de inte-
rés. En el caso especifico de las MSC, se utilizan
anticuerpos dirigidos contra macroéfagos, linfoci-
tos, megacariocitos y células endoteliales.?

CARACTERIZACION DE LAS CELULAS
TRONCALES MESENQUIMALES

Morfologicamente, las células troncales mesen-
guimales se caracterizan por presentar una morfo-
logia espigada, en forma de huso, con la presencia
de un ndcleo alargado, central, que contiene de dos
a tres nucléolos (Figura 2). Aunque algunos autores
han reportado que las capas de células troncales me-
senquimales contienen células homogéneas en su
morfologia,?® existe una mayor evidencia de que es-
tas capas son heterogéneas y contienen células, mor-
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Figura 2. Microfotografias de cultivos de células troncales mesenqui-
males de médula 6sea normal (5x). A.Cultivo en semiconfluencia con tin-
cién de Papanicolaou. B. Cultivo en confluencia tincion Wright-Giemsa.

folégicamente y al parecer, funcionalmente distintas.
Desde los primeros estudios de Owen et al. (1980) se
observo que las colonias de progenitores de células
mesenquimales contenian varios tipos de células.®
Estos autores describieron colonias que contenian
células fibroblastoides, fusiformes, las cuales forma-
ban colonias compactas y colonias abiertas; otro
tipo de células a las cuales denominaron de tipo epi-
telial eran células mas pequefias, con nucleos mas
intensamente tefiidos y morfolégicamente semejan-
tes a células epiteliales. Un afio mas tarde, el
trabajo publicado por Mets y Verdonk enfatizé la
presencia de dos tipos celulares, uno denominado
como tipo I, en el que las células eran pequefias y fu-
siformes, y el tipo Il, las cuales eran células mas
grandes, aplanadas y que proliferaban mas lenta-
mente.3! Recientemente, los estudios realizados por
Prockop et al. han descrito tres tipos de células en
los cultivos de MSC.?1:32.33 Realizando estudios por
citometria de flujo, estos investigadores separaron
tres subpoblaciones, una de células pequefias, fusi-
formes y agranulares, a la cual denominaron RS-1;
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otra de células pequefias y granulares, denominada
RS-2; y la ultima conformada por células mas gran-
des y granulares a las cuales denominaron como célu-
las mesenquimales maduras o mMSC. Estos autores
postularon que las células RS-1 corresponden a MSC
progenitoras, con un indice de proliferacion elevado,
que dan origen a las células RS-2 y estas Ultimas a
las mMSC. Sin embargo, hasta ahora ésta es solo
una hipdtesis y es necesario realizar estudios fun-
cionales que permitan corroborarla. En un estudio
reciente publicado por nuestro grupo, también re-
portamos la presencia de dos tipos de morfologia en
cultivos de células troncales mesenquimales. La ma-
yoria de las células eran espigadas con morfologia fi-
broblastoide, y una proporcion menor de células en
el cultivo presentaban un mayor tamafio y morfolo-
gia romboide.?3

A principios de los afios 90 ya se habia demos-
trado la presencia de las MSC en la mayoria de los
modelos animales y en humanos;”8:13:30.34 g partir de
entonces se les designa el nombre de células tronca-
les mesenquimales (mesenchymal stem cells, en in-
glés).3® Sin embargo, faltaban estudios méas detalla-
dos sobre su biologia. Para llevar a cabo estos
estudios, era necesario contar con una poblacion
purificada de estas células, y contar con marcado-
res de linaje y de estadio especifico. Asi, varios gru-
pos de investigacion se dieron a la tarea de buscar
moléculas que estuvieran expresadas diferencial-
mente en las MSC, tanto progenitoras como madu-
ras. Desafortunadamente, hasta ahora no se ha
identificado una molécula que sea Unica de este tipo
celular y que permita obtener o distinguir, de manera
totalmente selectiva, a las MSC. Sin embargo, es im-
portante recalcar que existen antigenos que se expre-
san de manera preferencial, aunque no exclusiva, en
las células troncales mesenquimales. Asi pues, para
obtener y caracterizar a las MSC actualmente se utiliza
una bateria de anticuerpos monoclonales y diferentes
tipos de tinciones.

Hebertson et al. utilizaron la expresion de la
fosfatasa alcalina como marcador.3¢ Utilizando cito-
metria de flujo, este grupo separ6 dos poblaciones
(fosfatasa alcalina positiva y fosfatasa alcalina nega-
tiva) de células estromales de médula 6sea de ratas.
Al cultivar ambas poblaciones, encontraron que la
poblacion de células estromales que expresaban al-
tos niveles de fosfatasa alcalina contenia progenito-
res osteogénicos, capaces de formar hueso. Esta po-
blacion, ademas, carecia de la presencia de células
adipociticas y de macréfagos (a diferencia de la po-
blacion control de médula 6sea total) y se encontra-
ba notablemente enriquecida en progenitores de 0s-

teoblastos. Posteriormente se observo que las MSC
no expresan fosfatasa alcalina, hasta que han adqui-
rido el compromiso de diferenciacién hacia el linaje
osteoblastico.!®

Otra estrategia empleada por diversos grupos de
investigadores ha sido el crear nuevos anticuerpos
gue reconozcan a las MSC y no a otros tipos celula-
res. Uno de los primeros anticuerpos generados que
reconoce a células mesenquimales humanas es el
STRO-1. Simmons y Torok-Storb en 1991, obtu-
vieron un anticuerpo monoclonal murino, como
producto de la fusidn entre una linea celular de mie-
loma murino y células de bazo de ratones BALB/c in-
munizados con una poblacién de células CD34™" de
médula 6sea. Este es el Gnico grupo que ha utilizado
células hematopoyéticas y no células mesenquimales
en cultivo para inmunizar a ratones.?’ El fundamen-
to de los autores se basé en dividir a la poblacion
CD34* en subpoblaciones de células precursoras.
Aunque se sabe que las células troncales mesen-
guimales son CD34", esta metodologia los llev6 a
la generacidn del anticuerpo STRO-1 que reconoce
a las células estromales de médula 6sea como adi-
pocitos, células de musculo liso, fibroblastos es-
tromales y algunas CFU-F.?” Sin embargo, este
anticuerpo también reconoce a células eritroides y
no es expresado en todas las MSC.?7:29

Caplan et al. generaron varias lineas celulares de
hibridomas a partir de ratones inmunizados con cé-
lulas mesenquimales humanas expandidas in vitro.'8
De todas las lineas que obtuvieron, se seleccionaron
tres lineas celulares de hibridoma denominadas
SH2, SH3 y SH4. Estas lineas secretaban anticuer-
pos que reconocian antigenos en la superficie de las
MSC, y no reaccionaban con células hematopoyéti-
cas. Ninguno de los anticuerpos mostr6 reaccion
con células diferenciadas en hueso o cartilago. El
anticuerpo SH2 reaccioné con células mesenquima-
les de médula ésea, pero no con células del periosteo
expandidas en cultivo. Ahora se conoce que el anti-
cuerpo SH2 reconoce al antigeno CD105-endoglina 'y
los anticuerpos SH3 y SH4 al antigeno CD73.%7
Estos tres anticuerpos son parte del grupo de anti-
cuerpos que hasta la fecha contribuyen a la caracte-
rizacion de las células troncales mesenquimales.

Joyner et al. desarrollaron un anticuerpo contra
fibroblastos estromales humanos en cultivo.®® El an-
ticuerpo que describieron fue denominado HOP-26,
y reacciona con una proporcion pequefa de células
nucleadas de médula 6sea (< 1%); también reacciona
fuertemente con fibroblastos estromales indife-
renciados (osteoprogenitores) y con una gran pro-
porcién de CFU-F. Los osteoblastos son negativos

502 Flores-Figueroa E, et al. Células troncales mesenquimales. Rev Invest Clin 2006; 58 (5): 498-511



Cuadro 1. Caracterizacion de las células troncales mesenquimales (MSC).

Antigenos CD7 -
presentes en CD11b -
células

hematopoyéticas

Integrinas

CD13 +
CD14 -
CD31 -
CD38 -
CD34 -
CD43 -
CD45 -
CD56 -
CD68 -
CD71 +

CD90
AC133
HLA-DR
HLA-ABC
Antigenos STRO-1
presentes en HOP-26
células SH2
estromales SH3
SH4

Moléculas de
adhesion

H o+

+ 4+ + + H o+

Receptores de
interleucinas
Fosfatasa alcalina -

Sudan negro -

Tinciones
histoquimicas

Fosfatasa acida -
Von Kossa -

ol + Moléculas de Colagena
o2 + matriz LILIVVI +
extracelular
oK} + Laminina +
ad + Trombospondina ~ +
ab + Tenacina +
ob + Fibronectina +
aa + Vimentina +
ov +
p1 +
B3 + Secrecion de IL-6 +
p4 + citocinas IL-11 +
LIF +
M-CSF +
ICAM-1 + SCF +
ICAM-2 + Fit-3 +
VCAM-1 + Tpo +
L-selectina + VEGF +
LFA-3 + FGF-1 +
ALCAM + MCP-1 +
Endoglina + PIGF +
CD44 +
riL-1 + +
rL-3 + Secrecion de
riL-4 + citocinas al IL-6 >
rL-6 + estimulo con IL-11 >
IL1-o, IL1-By
rPDGF + TNF-o LIF >
NGF + G-CSF <
ITNFIyll + GM-CSF <
rIFNy +

Referencias: 18, 19, 23, 27, 29, 32, 36, 38-40, 42, 44-48, 54, > incrementa, < reduce.

para la tincién con este anticuerpo. Sin embargo,
HOP-26 no ha sido utilizado con frecuencia.

Las MSC también han sido caracterizadas con an-
ticuerpos ya conocidos y expresados en otros tipos
celulares (Cuadro 1). Diversos trabajos concuerdan
en que las células troncales mesenquimales no ex-
presan los antigenos de células hematopoyéticas
como: CD11b, CD14, CD31, CD34, CD43, CD45,
CD56, CD68 y CD133; siendo positivos Gnicamente
para el marcador de células hematopoyéticas
CD90_23,32,39—41

Las MSC son positivas para diversos receptores
de factores de crecimiento y de matriz extracelular,
como los receptores de las interleucinas 1, 3, 4,6y
7, el receptor del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (rPDGF), el receptor del factor de creci-
miento neuronal (rNGF), los receptores del factor de
crecimiento transformante beta | y 11 (rTGFBI y 11),

los receptores del factor de necrosis tumoral 1y 11
(TNF I y TNFII), el receptor del interferon gama
(IFNY) y transferrina, asi como para las moléculas
de adhesion, ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, L-selectina,
LFA-3, ALCAM, endoglina (CD105) y CD72.19:39,40.42
También expresan una variedad de integrinas inclu-
yendo al, o2, a3, a5, a6, av, Bl, B3 y p4.2°42 Por
otra parte, estas células son negativas a las siguien-
tes reacciones citoquimicas: fosfatasa alcalina, fosfa-
tasa acida y sudan negro (Cuadro 1).40 Existe
controversia sobre la expresion del antigeno STRO-1
y CD133, ya que algunos autores no los encuentran,
mientras que otros lo reportan incluso como método
para obtenerlas.25:4344

Diversas moléculas de gran relevancia en la he-
matopoyesis son producidas y secretadas por las
células troncales mesenquimales. Tales moléculas in-
cluyen a componentes de la matriz extracelular
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(como las colagenas I, 111, IV y VI, laminina, trom-
bospondina, tenacina y fibronectina), asi como cito-
cinas (incluyendo IL-6, IL-11, el factor inhibitorio
de leucemia (LIF), el factor estimulante de colo-
nias de macréfagos (M-CSF), el factor de células
troncales (SCF), el ligando de FLT-3, la trombopo-
yetina (Tpo), el factor de crecimiento vascular-endo-
telial (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos
1 (FGF-1), la proteina quimioatractante de monocitos
(MCP-1), el factor de crecimiento de placenta
(PIGF).394548 |_as MSC al ser estimuladas con IL-1c,
incrementan los niveles de produccion de IL-6, IL-11
y LIF, y producen bajos niveles de G-CSF y GM-
CSF#7 (Cuadro 1).

MULTIPOTENCIALIDAD DE LAS
CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

El término multipotencialidad se refiere a la capa-
cidad de una célula para dar origen a distintos tipos
celulares dentro de un mismo tejido o capa embrio-
naria. Asi, una célula troncal hematopoyética es ca-
paz de dar origen a células sanguineas tan distintas
entre si, morfoldgica y funcionalmente (ej. linfocito
y un eritrocito), pero que pertenecen al mismo teji-
do, en este caso el hematopoyético.?

La capacidad multipotencial de las MSC comenzé a
demostrarse in vivo desde su primera descripcion,
con los trabajos de Friedenstein.” Estos trabajos de-
mostraron que MSC cultivadas in vitro y trasplanta-
das en ratones secundarios, eran capaces de producir
fibroblastos y osteoblastos. Sin embargo, estos prime-
ros estudios, realizados en modelos animales, Unica-
mente demostraban la capacidad osteogénica de estas
células. Mas adelante, los trabajos realizados por
Owen et al. demostraron, también en modelos anima-
les, la capacidad de las MSC para producir condroci-
tos y tejido conjuntivo.®° Sus estudios consistieron en
cultivar células de médula 6sea de conejo y trasplan-
tarlas in vivo en cadmaras de difusién. Ellos observaron
que las células que crecian in vitro eran negativas
para fosfatasa alcalina y para la reaccién de Von
Kossa. Sin embargo, al colocar a las células cultiva-
das invitro en camaras de difusion dentro de la cavidad
peritoneal de los conejos, originaban una mezcla de
tejido 0seo, cartilaginoso y tejido conjuntivo. Estos
autores demostraron que la capacidad de originar cé-
lulas osteoblasticas, cartilaginosas y fibroblasticas
era unica para las células mesenquimales de médula
Osea, ya que fibroblastos aislados de bazo desarrolla-
ban Gnicamente tejido conjuntivo.3°

El potencial de las MSC humanas para producir
células osteogénicas también ha sido demostrado.

Caplan, et al., lograron cultivar y trasplantar, en
ratones desnudos, células troncales mesenquimales
humanas y después de un periodo de tiempo observa-
ron la formacién de hueso.*® En dicho estudio se uti-
lizaron capas de células estromales; posteriormente,
Kuznetsov demostro, a nivel de una sola colonia de
células troncales mesenquimales, su potencial osteo-
génico.®®

Los estudios de Pittenger demostraron la capaci-
dad in vitro de las MSC humanas para diferenciarse
en células adiposas, osteoblastos y condrocitos.?® Es-
tos experimentos, realizados a partir de colonias de
CFU-F aisladas, demostraron ademas, que la dife-
renciacién de estas células depende de su ambiente, y
gue no todas las CFU-F tienen el mismo potencial de
diferenciacion.

PLASTICIDAD DE LAS
CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Estudios recientes sugieren que las MSC pueden di-
ferenciarse no solamente en células del mesodermo,
sino también pueden adoptar un destino endodermal o
ectodermal, lo que se ha denominado como plasticidad
celular. La plasticidad celular se define como la ca-
pacidad de una célula para diferenciarse en células
maduras distintas a las de su tejido de origen; es la
“flexibilidad” de una célula para sobrepasar la barrera
de linaje y adoptar perfiles de expresién y fenotipos
funcionales de células de otros tejidos.*®

Varios grupos de investigacion han estudiado in-
tensamente la plasticidad de las MSC. Los primeros
trabajos analizaron la capacidad de estas células
para diferenciarse en células musculares o miocitos.
Caplan, et al. lograron diferenciar células tronca-
les mesenquimales de médula de rata en células con
fenotipo miogénico (mioblastos y miotubulos), des-
pués de haber sido tratadas con 5-azacitidina y amfo-
tericina B.%

Gracias a los trabajos de Prockop, et al., quedo
demostrada la capacidad de las MSC para diferen-
ciarse in vivo en células de bazo, cartilago, médu-
la 'y hueso.%! Sus estudios consistieron en cultivar
células mesenquimales troncales que contenian
una mutacidn en el gen de la colagena tipo I, para
permitir su monitoreo. Posteriormente las células
fueron trasplantadas en un ratén previamente ra-
diado, y después de cinco meses se observo que las
células del donador representaban hasta 12% de
las células de médula 6sea, bazo, hueso, cartilago y
pulmones.

Sandhu, en 1996, realizé experimentos semejantes
a los desarrollados por Prockop, encontrando que las
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MSC, después de dos meses de haber sido trasplanta-
das en un raton inmunodeficiente, injertaban en los
tejidos mesenquimales (médula y bazo), y ademas en
higado, timo y pulmo6n.5? Estos autores sugieren que
estas células, al injertar, reemplazan a una propor-
cion de las células troncales mesenquimales del re-
ceptor en la médula dsea, y que posteriormente
participan en las funciones bioldgicas normales,
sirviendo como una fuente de células progenitoras
de varios tejidos.5?

En el afio 2000, Sanchez-Ramos et al. demostraron
gue células estromales de médula ésea adulta, tanto
de humanos como de ratones, podian ser inducidas in
vitro a diferenciarse en células neuronales.>® Proc-
kop et al. encontraron que las células troncales me-
senquimales indiferenciadas expresan marcadores
caracteristicos de células neurales como la proteina
1B asociada a microtubulo (MAP1B) y vimentina. Al
tratar los cultivos con agentes inductores neurales,
gue incrementan los niveles de cAMP intracelular,
una cuarta parte de las células adquirian una mor-
fologia tipica de células neurales, asociada con un
incremento de la enolasa especifica de neuronas
(NSE) y vimentina.>* Es interesante el hecho de que
las células neurales se han obtenido tanto de capas
totales de MSC, como de subpoblaciones especificas,
utilizando Unicamente células de diametro peque-
0.4t

La plasticidad de las MSC hacia tejido nervioso
ha sido demostrada no solamente in vitro, sino
también in vivo en modelos de trasplante. Zhao et
al. purificaron MSC y las implantaron en la corteza
de ratas, rodeando la zona isquémica que habian
provocado una semana previa.>® Después de seis se-
manas, encontraron que las células troncales mesen-
guimales humanas habian injertado y expresaban
marcadores de astrocitos, oligodendroglia y neuro-
nas; y mas aun, las ratas mostraban una recupera-
cion de sus funciones sensomotoras. A pesar de los
resultados, los autores concluyeron que probable-
mente la recuperacion de las ratas se debia a las
proteinas secretadas por las MSC humanas y no
porque se hayan producido nuevas neuronas a par-
tir de estas células.

Recientemente, Oswald et al. informaron que las
MSC pueden ser inducidas in vitro a diferenciarse en
células endoteliales maduras.>® Este grupo fue el pri-
mero en utilizar células mesenquimales con un inmu-
nofenotipo caracteristico de MSC y no de progenitor
de célula endotelial (CD34  CD133") o de progeni-
tor mesodermal. 5758

Los estudios in vivo e in vitro que demuestran la
plasticidad de las MSC son apoyados por los resulta-

dos de los estudios de Tremain et al., y Seshi et al.,
gue demuestran, mediante la técnica de microarre-
glos de expresion y de microSAGE, que estas células
expresan transcritos no solamente de las lineas me-
senquimales, como adipocitos, condrocitos, mioblas-
tos, osteoblastos y de fibroblastos estromales, sino
también, expresan transcritos caracteristicos de li-
naje epitelial, neuronal y endotelial .59:69

NOMENCLATURA DE LAS
CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

El término “célula troncal mesenquimal” (mesen-
chymal stem cell, en inglés) fue utilizado por prime-
ra vez por Caplan en la década de los 90’s;'8 sin em-
bargo, debido a que no existia un consenso acerca de
las caracteristicas que deberian tener estas células,
durante la siguiente década surgieron muchos nom-
bres, como progenitor estromal, célula progenitora
mesenquimal, célula estromal de médula 6sea, etcé-
tera. Recientemente fue publicado un articulo de opi-
nién por un grupo de especialistas encabezados por
Edward Horwitz.5! Este articulo resume la posicion
del comité de células mesenquimales y células tron-
cales de la Asociacion Internacional de Terapia Celu-
lar. Este grupo establece ciertos criterios que deben
evaluarse antes de denominar a una poblacién de cé-
lulas mesenquimales como células troncales; entre
éstos se incluyen la capacidad de diferenciacién y de
autorrenovacion a largo plazo. Sin embargo, no es-
pecifican el namero de linajes a los cuales deben de
dar origen (osteoblastos, adipocitos) o si es necesa-
rio probar su plasticidad (diferenciacién a células
neuronales, endoteliales). Debido a que el término de
MSC solo puede ser aplicado a las células que po-
sean propiedades de células troncales, este grupo
propuso que a todas las células fibroblastoides de
médula 6sea que se adhieren al plastico se les deno-
mine como células multipotenciales estromales me-
senquimales.

Este grupo considera que las células capaces de
formar colonias in vitro (CFU-F) pueden ser utiliza-
das como un indice de células troncales mesenquimales;
sin embargo, de acuerdo con su definicion anterior de
capacidad de autorrenovacion y capacidad de diferen-
ciacion, seria una caracterizacion incompleta.

Este articulo de opinion no resuelve en su totali-
dad el problema de la nomenclatura de las MSC, debi-
do a que no establece con claridad cuantos y cuales
ensayos son suficientes para caracterizar a estas cé-
lulas. Aunado a este problema, se encuentra el que
no existe un método de obtencidn y cultivo homogé-
neo entre los diferentes grupos de investigacion, lo
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que dificulta su caracterizacion. Sin duda, los culti-
vos de células adherentes no son homogéneos, pero
falta méas informacion sobre la biologia de las células
troncales mesenquimales y su progenie paraestablecer
un criterio adecuado de nomenclatura, obtencién y
caracterizacion.

FUENTES ALTERNATIVAS DE
CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

No obstante que la fuente principal de las MSC es
la médula 6sea, diversos estudios sefialan la posibili-
dad de obtenerlas de fuentes diferentes a este tejido.
Asi, algunos investigadores han detectado células en
la circulacidn que presentan caracteristicas y fenoti-
po semejante al de las MSC de médula 6sea. Se ha
informado la presencia de este tipo de células en la
sangre periférica de individuos adultos normales,®?
en la sangre periférica de algunos animales,%3-%5 y en
la sangre periférica de fetos con edades gestacionales
de 10 a 14 semanas.%¢

Minguell et al. detectaron una poblacion celular
adherente en la sangre periférica movilizada en 11/14
pacientes con cancer de mama.%” Estas células expre-
saban fibronectina, colagena tipo I, ICAM-1, VCAM-1
y los antigenos SH-2 y SH-3, y se presentaban con
una frecuencia de 0.63% (rango de 0.02-2.32). Aun-
gue estos autores las definen como MSC de sangre pe-
riférica movilizada, grupos como el de Torok-Storb no
estan de acuerdo con estos hallazgos y sugieren que
la poblacién corresponde a células osteoclasticas y a
sus progenitores, los cuales han sido previamente
descritos por este grupo.8:6°

Diversos reportes indican la presencia de MSC en
la sangre de cordén umbilical.”>7%> Las MSC de cor-
don umbilical comparten la expresién de antigenos
caracteristicos de MSC de médula ésea (SH-2, SH-3,
SH-4, actina alfa de musculo liso [0-SMA], CD29 y
CD49b, d y e),’° pero no expresan otros como el
CD90, CD106 o CD146.5° Estudios funcionales han
demostrado que las células troncales mesenquimales
de sangre de cordén umbilical tienen la capacidad de
diferenciarse en condrocitos, adipocitos, osteoblas-
tos, hepatocitos, mioblastos y células neurona-
|es_31,71,75

No obstante estos hallazgos, aun se considera
controversial la presencia de MSC tanto en la san-
gre periférica, como en sangre de cordén umbilical,
dado que no en todos los trabajos reportados ha sido
posible su deteccion.”® Lo anterior puede deberse a
la baja frecuencia de las células troncales mesenqui-
males en circulacion, y a las distintas técnicas utili-
zadas en cada trabajo.

Por otra parte, también se han obtenido células con
caracteristicas similares a las MSC de médula 6sea a
partir de las paredes de la vena de corddn umbilical.
Estas células tienen la capacidad de diferenciarse a cé-
lulas de linaje osteogénico, adipogénico y condrogénico
y expresan marcadores como CD13, CD29, CD44,
CD54, CD90, HLA-Clase | y a-SMA.”""® |_a deteccion
de MSC en las paredes de la vena de cordon umbilical
permite reforzar los estudios que sugieren que este tipo
de células esta confinado a las paredes de los sinusoi-
des venosos de la médula 6sea.’® "

Hoy en dia, varios grupos de investigacion han
publicado la posibilidad de obtener células troncales
mesenquimales a partir de otra gran variedad de
fuentes como fluido amniético,®8! pancreas fetal,8?
placenta,®-83 gelatina de Wharton,?* y tejido adipo-
s0.85 Aunque todavia no se cuenta con un protocolo
estandarizado para llevar a cabo la obtencién y puri-
ficacion de las células troncales mesenquimales de
estas fuentes y su completa caracterizacion, sin duda
se abre una gran oportunidad de estudio para su
aplicacion clinica. Asi pues, sera necesario realizar
estudios que permitan establecer si las MSC de estas
fuentes alternativas tienen el mismo potencial y
plasticidad que su contraparte de médula 6sea. Un
estudio reciente realizado por un grupo aleman,
reporta que no existen diferencias morfologicas ni
inmunofenotipicas entre las MSC de médula ésea,
sangre de cordén umbilical y tejido adiposo; sin
embargo, sus resultados indicaron que las MSC de
sangre de cordon umbilical tienen un mayor po-
tencial de expansidn, pero un menor potencial de
diferenciacién, al no encontrar diferenciacion al li-
naje adipocitico.86

APLICACION CLINICA

La gran capacidad multipotencial y la plasticidad
de las células troncales mesenquimales las hacen un
blanco perfecto para su aplicacién clinica. De hecho,
gran parte de la literatura sobre células troncales
mesenquimales reportada en los ultimos cuatro afios
se refiere, precisamente, a este aspecto. Su uso clini-
co, presente y futuro, abarca enfermedades del sistema
nervioso, esquelético, cardiaco y hematopoyético, en-
tre otros (Figura 3), y estd basado en una serie de
estudios preclinicos, en modelos animales, algunos
de los cuales se describen a continuacion.

Como ya se ha discutido, diversos grupos han de-
mostrado que estas células, después de haber sido
cultivadas y expandidas in vitro, pueden ser tras-
plantadas. En 1983, Piersma et al. informaron que
era posible trasplantar por via intravenosa no sola-
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mente células hematopoyéticas, sino también las
unidades formadoras de colonias CFU-F.8’ Estos
autores encontraron que después de tres meses de
haber trasplantado a un raton previamente irradia-
do, 50% de las CFU-F obtenidas de médula 6sea
provenian del donador. Posteriormente, quedé plena-
mente demostrado que en ratones irradiados, las cé-
lulas troncales mesenquimales injertan no solamente
en médula ésea, sino en diversos tejidos como carti-
lago, bazo, higado, pulmén y cerebro.52.88-90

En la mayoria de los estudios en modelos animales
se utiliz6 la radiacion como un tipo de acondiciona-
miento para el trasplante. Allers et al., sin embargo,
estudiaron la distribucién de las células troncales me-
senquimales después de ser trasplantadas en ratones
no irradiados y sin ningun tipo de acondicionamien-
to previo al trasplante.®® Este grupo encontro la
presencia de las MSC en médula 6sea, bazo y tejido
mesenquimal, incluso después de un afio postras-
plante. Estos resultados apoyan el trasplantar MSC
sin la necesidad de aplicar un tratamiento previo de
guimioterapia o radiacion a los pacientes. Otro mo-
delo de estudio para evaluar el destino de las células
trasplantadas es el trasplante in Gtero en ovejas. En
este tipo de modelo, Liechty et al. trasplantaron cé-
lulas troncales mesenquimales en ovejas fetales en
etapas tempranas de gestacion.® Los autores encon-
traron que las células humanas trasplantadas per-
sistian en multiples 6rganos después de 13 meses del
trasplante. Las células trasplantadas se diferencia-

ron en condrocitos, adipocitos, miocitos, cardiomio-
citos y células estromales de médula y timo.

En todos los estudios antes mencionados se uti-
lizaron capas de células troncales mesenquimales
obtenidas Unicamente por adherencia. Sin embar-
go, un estudio realizado por Bensidhoum et al. de-
mostrd que dentro de dichas capas de células adhe-
rentes, existen subpoblaciones celulares con
propiedades particulares que pueden ser empleadas
de manera selectiva en modelos preclinicos. ** Estos
autores reportaron que las células STRO-1 positi-
vas tienen una mayor capacidad para injertar en di-
versos tejidos, mientras que las células STRO-1 ne-
gativas, si bien no son tan eficientes en los modelos
in vivo, tienen una mayor capacidad para mante-
ner la hematopoyesis in vitro. Basados en sus re-
sultados, estos autores han sugerido que las MSC
STRO-1 positivas pueden ser las células mesenqui-
males mas apropiadas para utilizar en terapia géni-
ca y celular. La confirmacion de estos resultados
por otros grupos de investigacion sera fundamental
para dar paso a la aplicacion clinica de esta pobla-
cion celular.

Es importante hacer notar que el empleo de MSC
en esquemas terapéuticos en humanos ya se ha rea-
lizado con éxito. Lazarus et al. han presentado evi-
dencia al respecto, demostrando que las células
troncales mesenquimales de humano pueden ser ex-
pandidas in vitro y trasplantadas en sujetos, sin
causar efectos adversos; estas células son bien tole-
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radas por los pacientes y pueden ser detectadas a
distintos tiempos postrasplante.®?

Las MSC también han sido utilizadas para mejo-
rar el injerto de otras células. En estudios in vivo en
el modelo de xenotrasplante en oveja fetal, se ha
demostrado que el trasplante simultaneo de células
hematopoyéticas con células troncales mesenquima-
les, tanto alogénicas como autologas, resulta en un
incremento del injerto a largo plazo de células hu-
manas, asi como de un mayor namero de células
sanguineas circulantes del donador durante la ges-
tacion y después del nacimiento.®® Estos resultados
pueden explicarse, al menos en parte, con los estu-
dios recientes de Maitra et al., en donde reportaron
gue las MSC mejoran los resultados del trasplante
alogénico promoviendo el injerto de las células he-
matopoyéticas y disminuyendo la enfermedad injerto
contra hospedero (GVHD, por sus siglas en inglés),
al suprimir la activacion de células T.%

Otra alternativa importante en la terapia celular es
utilizar a MSC para promover la angiogénesis. Diver-
sos estudios utilizando modelos de isquemia, han de-
mostrado que estas células tienen un efecto positivo en
la recuperacion del flujo sanguineo.*® Al menos dos
mecanismos han sido propuestos para explicar el papel
de las células troncales mesenquimales en este proceso.
Por un lado, existe evidencia experimental que indica
la generacion e incorporacion de células endoteliales
derivadas de las células troncales mesenquimales, a
los capilares en formacion, y por otra parte, un nuevo
estudio ha demostrado que las MSC también promue-
ven la angiogénesis a través de la secrecion de citoci-
nas como VEGF-A, FGF-2, IL-6, PIGF y MCP-1.%

Estas células han sido ampliamente utilizadas
para la formacion de cartilago en modelos animales.
Por ejemplo, Murphy et al. han reportado trasplan-
tes de células troncales mesenquimales de cabra en
las rodillas de cabras, a las cuales se les habia reali-
zado una menisectomia y la reseccion del ligamento
anterior.%® Después de un lapso de tiempo se encon-
tro que habia regeneracion del tejido del menisco y
una disminucion en la destruccidn del cartilago. Las
células en el tejido reparado tenian el marcador de
las células del donador.%

Sin duda, el potencial mas prometedor del uso de
las MSC es en aquellas enfermedades en las que has-
ta el momento no existe una terapia curativa, como
es el caso de la osteogénesis imperfecta, el infarto al
miocardio o la enfermedad de Parkinson, entre
otras. Los estudios de terapia celular para tratar a
la osteogénesis imperfecta han avanzado desde mode-
los murinos,®® hasta su aplicacion clinica.”® Horwitz
et al. realizaron tres trasplantes alogénicos de médula

0sea en nifios con osteogénesis imperfecta severa. Los
investigadores encontraron que las MSC injertaron y
gue habian migrado e incrementado la formacién de
hueso en los tres nifios.®’

En la terapia de infartos al miocardio, los resulta-
dos han sido también favorables. Cuando se intro-
ducen células troncales mesenquimales en el area
infartada del corazon, éstas previenen el remodelado
anormal del tejido y mejoran su recuperaciéon fun-
cional, lo que resulta en una mejoria clinica de los
pacientes.* Aunque todavia falta por conocer el pa-
pel de las células troncales mesenquimales en la dife-
renciacidn del tejido cardiaco en la cicatriz, y su re-
chazo inmunoldgico, los resultados hasta ahora son
alentadores.%9:100

Sin duda, hoy en dia las MSC son de gran interés
para la biomedicina. Hasta el momento, el uso de es-
tas células en la clinica ha probado no tener riesgos
para el individuo, no son capaces de producir terato-
mas e inhiben el rechazo inmunoldgico al ser tras-
plantadas. Es por eso importante continuar con el
estudio de estas células para conocer su biologia,
su capacidad de diferenciacion y su papel en diver-
sas enfermedades hematoldgicas, asi como su apli-
cacién en terapia celular y medicina regenerativa.

CONSIDERACIONES FINALES

El estudio de las MSC representa un area de la
biomedicina que ha tenido y tendra un crecimiento
significativo, no s6lo por su relevancia en la terapia
celular sino incluso en el estudio de las enfermedades
hematoldgicas y cancer. Las células troncales mesen-
guimales presentan mecanismos de diferenciacion al
parecer distintos a los descritos para otro tipo de cé-
lulas troncales, por lo que son, ademas, un modelo
muy interesante de estudio de la diferenciacion y
plasticidad celular. A pesar de tener en la actualidad
un uso clinico, todavia queda mucha informacion fal-
tante en la biologia de estas células, por lo que sera
importante que en los siguientes afios surjan traba-
jos que establezcan la jerarquia de diferenciaciéon de
las células troncales mesenquimales, que sean descri-
tos nuevos antigenos que permitan su estudio y una
nueva clasificacién que esclarezca si la heterogenei-
dad morfologica que se ha descrito en diversos estu-
dios refleja propiedades bioldgicas distintas.
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