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El considerable potencial terapéutico de las células estromales
mesenquimales multipotenciales o células madre mesenquimales
(MSC) ha generado un creciente interés en el campo de las
ciencias biomédicas. Sin embargo, los estudios reportados por
muchos de los investigadores acerca de los diferentes métodos
de aislamiento y expansion de las mismas, asi como los avances
en su caracterizacion, han dado dificultades crecientes a la hora
de comparar y contrastar los avances en el area. Para comenzar
a unificar esfuerzos, la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(ISCT) ha propuesto criterios minimos que definen a las MSC. En
primer lugar, las MSC deben ser adherentes al plastico cuando
son mantenidas en condiciones estandar de cultivo (medio a
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in-vitro a osteoblastos, adipocitos y condrocitos. Las MSC pueden ser aisladas a partir de diferentes tejidos
como médula ésea y tejido adiposo. Junto a su capacidad para diferenciarse y transdiferenciarse a células de los
distintos linajes, las MSC han generado un gran interés por sus caracteristicas inmunomoduladoras. De hecho,
hubo un antes y un después del descubrimiento de la capacidad de las MSC de inducir tolerancia periférica
indicando que podrian ser dtiles como herramientas terapéuticas ante patologias que implican desérdenes
inmunes. Respecto a esto, a pesar de que no se han reportado efectos adversos importantes hasta la fecha en los
ensayos clinicos que se estan llevando a cabo, se sabe que toda terapia de intervencién acarrea sus riesgos. Por
lo tanto, resulta de gran importancia evaluar y contrastar los potenciales riesgos del uso de estas terapias, como
la posibilidad de tumorigénesis, respecto a los potenciales beneficios para los pacientes.

B CARACTERISTICAS GENERALES
DE LAS CELULAS MADRE

Durante el desarrollo embrionario de
animales vertebrados y el ser huma-
no, uno de los eventos iniciales mas

importantes, es la formacién de tres
lineas germinales embrionarias es-
pecificas: el ectodermo (que origina
al linaje neural y piel), el mesoder-
mo (que origina los linajes sangui-
neo, 6seo, muscular, condrocitico y

adiposo) y el endodermo (que con-
tribuye a la formacién de tejidos del
tracto respiratorio y digestivo). Se
sabe que la participacion de las cé-
lulas embrionarias en la formacién
de estos tres grupos requiere la ac-
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cién secuencial de ciertos productos
de mudiltiples genes, pero el preciso
momento en el cual las células em-
brionarias se transforman en un pre-
cursor o progenitor comprometido
con cada linaje especifico ain no
estd totalmente definido (1). Tiempo
atras, se pensaba que durante la eta-
pa embrionaria las células madre,
los precursores, los progenitores
comprometidos y las células madu-
ras de un determinado linaje tisular
conservaban su especificidad en
forma irreversible en la edad adulta,
salvo ciertas excepciones como las
células de la cresta neural de origen
ectodérmico, las cuales podian dar
células del linaje neural, muscular
y 0seo (2). Sin embargo, en los Ulti-
mos anos, evidencias experimenta-
les mostraron que durante la etapa
embrionaria y adulta las distintas
poblaciones mencionadas poseen
una especificidad reversible (2-5).
Estas observaciones permiten afir-
mar que, bajo ciertas circunstancias,
las células madre presentes en los

distintos tejidos, asi como los pre-
cursores, los progenitores compro-
metidos y ciertas células diferencia-
das presentes en los mismos, tienen
las propiedades de diferenciarse,
desdiferenciarse y transdiferenciarse
dando células madres, precursores,
progenitores comprometidos y cé-
lulas maduras del mismo o distinto
origen (2-4, 6). La transdiferencia-
cion se define como la conversion
de la célula de un linaje tisular es-
pecifico en otra célula de un linaje
completamente diferente, con la
pérdida de la mayoria de sus marca-
dores especificos y funcién inicial,
adquiriendo asi, marcadores y fun-
cién del nuevo linaje especifico. La
propiedad de transdiferenciacién de
la célula madre adulta (ASC) dio lu-
gar al concepto de plasticidad (Stem
Cell Plasticity), el cual es funcién del
microambiente estromal (factores
solubles, componentes de la matriz
extracelular, células accesorias y es-
tromales) del tejido que se necesite
recuperar (4). Una manifestacién de

la plasticidad es la transicién epite-
lial-mesenquimal (EMT/MET) que
representa una reorientacion de la
transcripcion de genes que condu-
cen finalmente al pasaje de la célula
madre embrionaria (ESC) a una ASC
y a la formacién de células cancero-
sas metastasicas (4, 7).

Las células madre son células
indiferenciadas que se caracterizan
por su capacidad de auto-renova-
cién, su alto potencial de prolife-
racion y su diferenciacién en pre-
cursores y progenitores comprome-
tidos no auto-renovables y células
efectoras diferenciadas (2, 8). Las
células madre han sido clasificadas
segln su potencial de desarrollo (Fi-
gura 1) en: totipotenciales (capaces
de dar todos los tipos de células:
embrionarias y extra-embrionarias),
pluripotenciales (capaces de dar
todos los tipos celulares embriona-
rios), multipotenciales (capaces de
dar un gran nimero de linajes ce-
lulares), oligopotenciales (capaces
de dar un niimero mas limitado de
linajes celulares que las multipo-
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tenciales) y unipotenciales (capaces
de contribuir con un sélo linaje ce-
[ular especifico) (2, 9). Como ejem-
plo de totipotencial podemos citar
un cigoto; de pluripotenciales, las
células madre derivadas de la masa
interna del blastocistos (inner cell
mass: ICM) y de multipotenciales,
las células madre adultas hemato-
poyéticas (HSC) y mesenquimales
(MSC) de organismos post-natales
(2).

Por otro lado, ain no se cono-
ce totalmente si las células ma-
dre derivadas de la ICM son una
poblacion homogénea de células
pluripotenciales y, por otro lado,
si las ESC obtenidas del cultivo in-
vitro de ICM son funcionalmente
y fenotipicamente idénticas a las
células pluripotenciales de las cua-
les derivan (2). Algunos investiga-
dores hacen una clasificacién mas
estricta de las células madre distin-
guiendo: 1- ESC como células plu-
ripotenciales capaces de dar cual-
quier tejido de la linea germinal y
somdtica, 2- Células progenitoras
adultas multipotenciales (MAPC)
capaces de dar células de origen
mesodérmico y de otro origen
como son las células endoteliales
y hepatocitos (estas MAPC fueron
aisladas recientemente de médula
6sea (MO) humana y animal) (10-
12), 3- MSC de MO como ASC con
menor potencial de diferenciacion
que las MAPC de MO. Estos autores
observaron que las MSC de MO te-
nian un potencial de diferenciacion
restringido a las células de origen
mesodérmico como adipocitos, os-
teocitos, condrocitos y en algunas
circunstancias células del mdsculo
esquelético (13). Al respecto, Aran-
da y colaboradores encontraron
que la capacidad de diferenciacion
estd dada por cambios en el perfil
epigenético de las células madre,
en los cuales intervienen procesos
como la metilacion del DNA vy la
modificacion de histonas en los ge-
nes de diferenciacion (5).

Las ASC multipotenciales han
sido descriptas en distintos tejidos
y algunas han sido caracterizadas
en los Gltimos anos, como ser: HSC
y MSC en MO y sangre periférica;

células madre neurales en sistema
nervioso central; células madre he-
paticas en los canales de Hering;
células madre pancredticas intra-
islotes del pancreas; células madre
de piel en la lamina basal de la
epidermis y foliculo piloso; células
madre epiteliales en pulmoén; cé-
[ulas madre del epitelio intestinal;
células madre del mdsculo esque-
|[ético en fibras musculares (14).

Las diferencias mas importantes
encontradas entre las ASC y las ESC
son (2, 14-18):

ESC: células madre pluripoten-
ciales, con alto potencial prolife-
rativo, responsables del desarrollo
embriogénico y organogénesis.
Estas células madre pueden man-
tenerse 6 meses sin diferenciarse
(auto-renovacion) o, si se utilizan
medios selectivos, diferenciarse a
todas las especies celulares. Su gran
desventaja es que pueden inducir
teratomas, es por eso entre otras
cosas, que su estudio ha originado
profundos conflictos éticos. Para su
utilizacion en trasplantes deberia
ser autéloga para evitar problemas
de rechazo en el huésped.

ASC: células madre multipo-
tenciales, con alto y bajo potencial
proliferativo, responsables de la re-
paracion de tejidos. La diferencia-
cién en estas células es limitada.
En el caso particular de las MSC
de MO humana, los estudios han
demostrado la presencia de una
subpoblacion de células mesen-
quimales multipotenciales en los
cultivos tempranos de MSC (culti-
vadas a baja densidad: 100 células/
cm?, MSC del pasaje 2-3, en medio
a libre de suero y factores de cre-
cimiento) después de un periodo
de 2 a 4 semanas (19). Esta subpo-
blacién de alta capacidad de auto-
renovacion presenta alta expresion
de OCT-4 y otros genes expresados
en las células embrionarias. Estu-
dios recientes han demostrado que
si se trabaja con cultivos no senes-
centes de MSC de MO humana, los
mismos pueden mantenerse entre 8
y 12 semanas sin que las células se
transdiferencien a células tumora-
les, pero esta observacién no impli-

ca que el uso terapéutico de estas
MSC no favorezcan con el tiempo
el desarrollo de un tumor prima-
rio o metastasico (20-22). Por otro
lado, dadas las funciones inmuno-
supresoras de las MSC pueden ser
administradas para transplantes
como ASC autélogas o alogénicas.

Las principales cuestiones bio-
éticas asociadas con las células
madre humanas estan relacionadas
con su uso en investigacion y sus
derivaciones en los estudios pre-
clinicos (23). En el presente, las
consideraciones bioéticas mas im-
portantes tienden a inclinarse mas
a cémo deben ser realizadas las in-
vestigaciones sobre células madre,
en lugar de si deben llevarse a cabo
las mismas o no (23).

Ademas, a pesar de existir gran
interés en establecer las normas
bioéticas correspondientes a la re-
coleccion y uso de células madre
somdticas (adultas) provenientes
de fetos abortados y de sangre de
cordén umbilical, el mds intenso
debate esta focalizado en la fuen-
te de ESC humana. De aqui que
las nuevas normas bioéticas se co-
mienzan a establecer en relacion
a las derivaciones y uso de células
madre semejantes a la embrionaria
como son las células madre pluri-
potenciales inducidas (IPS) a partir,
por ejemplo, de fibroblastos de piel
genéticamente modificados (23-
26). En la tabla 1 se resume la guia
bésica establecida por La Sociedad
Internacional para la Investigacion
con Células Madre (ISSCR) para el
traslado de la investigacion bdsica
en células madre a la clinica (23).

B CELULAS MADRE MESEN-
QUIMALES, EN PARTICULAR DE
MEDULA OSEA

En este trabajo nos interesa ha-
cer especial referencia a la natu-
raleza, biologia y perspectivas del
uso terapéutico de la MSC, de MO
en particular.

La MO esta compuesta por dos
compartimentos (Figura 2): el he-
matopoyético, formado por HSC
y progenitores hematopoyéticos
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comprometidos con los distintos
linajes especificos; y el estromal o
microambiente  hematopoyético,
donde se encuentran las células
estromales propiamente dichas,
células accesorias, componentes
de matriz extracelular y factores
solubles (27). Dentro de las células
estromales encontramos MSC, pre-
cursores estromales, progenitores
estromales, fibroblastos, macréfa-
gos, endoteliales y adipocitos (28).
Todas las células estromales de MO
derivan de la MSC con excepcién
del macréfago que deriva de la HSC
(29).

Las MSC (Figura 3) se conocen

también como células estromales
mesenquimales o unidades forma-
doras de colonias fibroblasticas
(CFU-F). Son células quiescentes,
in-vitro comienzan a proliferar fren-
te a estimulos adecuados como por
ejemplo: PDGF, FGF-2, TGF-b, EGF,
Dkk-1 y SDF-1, entre otros (30-36).

Hoy se sabe, que las MSC, los
precursores y los progenitores es-
tromales mesenquimales son célu-
las adherentes al plastico, no fago-
citicas, capaces de diferenciarse,
in-vivo e in-vitro, en lineas celulares
especificas del mismo origen como
osteocitos, condrocitos, adipocitos,
tenocitos, células musculares y cé-

[ulas estromales (3, 37-40); algunas
de las células se muestran en la Fi-
gura 4. Es importante aclarar que,
ademds, las MSC son capaces de
transdiferenciarse en diferentes ti-
pos celulares de distinto origen
como células neuronales, hepati-
cas, pancredticas, renales, y mio-
blastos, entre otras (3, 11, 41, 40).
Las MSC son capaces de origi-
nar CFU-F in-vitro (Figura 5), con
lo cual se deduce que cada CFU-F
se origina de una MSC (42). Por lo
tanto, el ensayo de CFU-F nos infor-
ma del ndmero y potencialidad de
las MSC in-vivo, al observarse que a
mayor tamafno de la CFU-F mayor

Tabla 1. Guia basica de la ISSCR a tener en cuenta para el traslado de la
investigacion basica en Células Madre a la Clinica.
{Exiraida de: Insoe Hyun. “The Bicethics of Stem Cell Research and Therapy”. The Journal of Clinical Investigation 120 (1):

7175, 2014.)

Los investigadores que llevan a caho investigaciones preclinicas o clinicas que involucran el uso de células madre o
derivados directos de las mismas, deben actuar dentro del marco de las guias de la ISSCR y de cualquier otra norma

regulatoria relevante.

Las investigaciones clinicas que involucren células madre o sus derivados directos deben ser revisadas y aprobadas por
Comités ¢d-hoc con la participacion de expertos en el area cientifica de las células madre.

Tanto los donantes como los pacientes deben ser debidamente informados y firmar consentimiento informado, luego de
demostrar que comprenden los riesgos involucrados.

Tanto cientificos como agentes regulatorios deben trahajar en conjunto en el desarrollo de estandares comunes de

referencia.

Es sumamente necesario el desarrollo de sistemas y estandares de calidad para el aislamiento y manipulacion de las

celulas madre.

Es necesario el desarrollo de suficientes estudios preclinicos en animales.

Las celulas que seran usadas en ensayos clinicos dehen ser testeadas en forma exhaustiva para minimizar su potencial
toxicidad, incluyendo estudios de tumorigénesis tanto in-vitre como in-vive.

Los pacientes deben ser monitorizados a largo plazo para el registro de efectos sobre su salud y reporte de eventos

adversos de ser observados.
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Figura 2. Compartimentos de la Médula dsea
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es la capacidad de regulacion de la
hematopoyesis y diferenciacion de
la MSC (43, 44). Cabe recordar que
entre 1960 y 1970, Friedenstein y
colaboradores fueron los prime-
ros en demostrar que las células
estromales derivadas de MO eran
capaces, al ser transplantadas, de
favorecer la formacién de una MO
ectépica; y describieron, también,
sus caracteristicas adherencia al
plastico y capacidad de favorecer
la osteogénesis in-vivo (45-47).

La frecuencia de CFU-F es muy

baja, 1/10*0 1/10° células mononu-
cleares (CMN) de MO humana nor-
mal, siendo esta frecuencia mucho
menor que la de HSC y células pro-
genitoras hematopoyéticas CD34",
las cuales constituyen el 1% de las
CMN (42). Estas observaciones, su-
gieren que el estudio in-vivo e in-
vitro de las MSC de MO humana
constituye un gran desafio en la
practica clinica (48).

En cultivos de MO realizados en
medio o con 20% de suero bovino
fetal (SBF), la forma celular estro-

Figura 3: Morfologias de MSC de MO humana normal

—

mal que predomina dentro de cada
CFU-F es la fusiforme, caracteristica
de células estromales de naturaleza
fibroblastica (prolil 4 hidroxilasa,
CD44, stro-1, CD105 positivas) (42,
49, 50). Cada CFU-F esta compues-
ta por células estromales diferen-
ciadas, precursores, progenitores y
células madre de distinto potencial
de diferenciaciéon (multi, cuatri, tri,
bi, unipotencial) y proliferacién, de
ahf la importancia de aislarlas, ca-
racterizarlas y estudiar su funciona-
lidad antes de ser utilizadas para la
reparacion de tejidos o terapia gé-
nica (40). La heterogeneidad dentro
de la colonia fibroblastica se deter-
miné al subcultivar células de una
misma CFU-F a baja densidad ce-
[ular (50-100 células/cm?) y como
resultado observar nuevas colonias
de tamano distinto y diferente po-
tencial de diferenciacion o plastici-
dad (43). Por lo tanto, la alteracion
en la capacidad de clonado de la
MSC para dar CFU-F podria repre-
sentar un mecanismo previo, no ca-
racterizado, a una falla en la plasti-
cidad de la MSC y de los progenito-
res estromales mesenquimales para
diferenciarse y transdiferenciarse
a células de distintos linajes tales
como el endodérmico, el mesodér-
mico y el ectodérmico (51).
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FIGURA 4: Plasticidad y diferenciacién de MSC. Se muestran MSC cultivadas en medios de diferenciacion especificos: osteo-
génico (A), adipogénico (B) y condrogénico (C). La diferenciacion a los respectivos linajes se determina utilizando tinciones
especificas y técnicas de inmunocitoquimica. A) MSC cultivadas en medio o + 20% SBF presentan una morfologia semejante
a las células fibroblasticas (fb) y resultan negativas para la tincion Von Kossa-Giemsa (a). MSC cultivadas en medio de diferen-
ciacion osteogénico presentan distintos estadios: células en camino a osteoblastos (C.ob) y osteoblastos (ob) (b) y osteocitos
(0s) (c). Los cultivos osteogénicos resultan positivos para la tincién de Von Kossa-Giemsa (X400) (d), Alizarin Red-S (X400) (e)
y Osteocalcina (X600) (f). Estos resultados son acompanados por cambios morfolégicos: desde la tipica forma fusiforme del
fibroblasto estromal a células con forma cuboides y poligonales. B) MSC cultivadas en medio o + 20% SBF, muestran una tin-
cion negativa para Giemsa y Oil Red-O (X400) (a); sin embargo las MSC en medio de diferenciacion adipogénico muestran una
tincion positiva para Oil Red-O (X400) evidenciada por la presencia de numerosas vacuolas teiiidas en el citoplasma, como se
observa en la esquina superior derecha de la figura (X600) (b); C) La diferenciacion condrogénica de las MSC se demuestra por
la tincién positiva para Colageno 11 (X400) (a) y azul de Toluidina (X400) (b). Esta diferenciacion se puede observar solo cuando
las MSC se cultivan en medio de diferenciacion condrogénico. Ademads, esta reaccion evidencia la produccién de matriz. Este
resultado no se observa en las MSC cultivadas en medio o suplementado con 20% de suero bovino fetal.

MSC = CFU-F

ST T L T i

FIGURA 5: Desarrollo de una unidad formadora de
colonia fibroblastica (CFV-F)a partir de una célula
madre mesenquival (msc) in vitro.
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Las MSC de MO son células
madre que no se renuevan perma-
nentemente, sino que se forman
durante ciertos periodos, crecen
in-vitro en fase sélida, presentan
vida media larga, forman parte de
una estructura compleja como es el
microambiente hematopoyético de
MO vy su fenotipo y el de las célu-
las derivadas de ellas (fibroblastos,
adipocitos, osteocitos, condrocitos
y endoteliales) presentan, como
se comentd anteriormente, plasti-
cidad, es decir fenotipo reversible
(44, 52-54). Por el contrario, las
HSC son células que se renuevan
permanentemente y en forma con-
tinua, crecen en cultivo en fase li-
quida y tienen vida media corta.
El sistema hematopoyético es una
estructura simple y las HSC pre-
sentan, una vez diferenciadas a los
distintos linajes sanguineos, un fe-
notipo irreversible (52).

La mayor evidencia de la exis-
tencia de MSC, se deriva de los ex-
perimentos de cultivo largo de MO,
donde el rol de estas células estro-
males es crear un microambiente
hematopoyético apropiado para
favorecer la auto-renovacién, pro-
liferacion y diferenciacion de HSC
y los progenitores hematopoyéticos
a través de la liberacién de citoqui-
nas (IL-6, IL-8, IL-11, 1L-12, IL-7,
IL-15, etc.), factores de crecimiento
(LIF, G-CSF, GM-CSF, M-CSF, Flt-3,
SCF, PDGF, trombopoyetina, etc.),
metaloproteinasas (MMP2, MMP9,
MMP13, MMP3, etc.), inhibidores
de MMPs (TIMPT, 2, etc.), quimo-
quinas (SDF1, RANKL, CCL2, etc.),
componentes de matriz extrace-
lular (fibronectina, colageno 1, llI
y IV, laminina, proteoglicanos de
heparan sulfato, de dermatan sul-
fato, de condroitin sulfato y acido
hialurénico). Es decir, crear un mi-
croambiente adecuado para mante-
ner la homeostasis de la hematopo-
yesis (55-58). Ademads, todos estos
factores pueden actuar en distintas
etapas del proceso hematopoyético
actuando como activadores o como
inhibidores del mismo (TGF-b, MIP-
1a, etc.) lo cual depende de la célu-
la blanco; pudiendo, también, ejer-
cer su accion sobre la poblacién de

células estromales mesenquimales
de MO vy otros tejidos, regulando
su proliferacion y funcion (59-62).
Sin embargo, los mecanismos im-
plicados en estos procesos no han
sido totalmente caracterizados. Van
Overstraeten Schlogel y colabora-
dores (63) sugirieron que la MSC
de MO humana favorece la hema-
topoyesis en los cultivos clasicos
desarrollados por la metodologia
de Dexter, a través de la activacion
del eje SDF-1-CXCR4 [receptor
(R) de SDF-1=CXCL12], al interac-
cionar las MSC con las HSC o los
progenitores hematopoyéticos, res-
pectivamente. Este Ultimo trabajo
indica que la quimoquina SDF-1
permitiria la retencion de las HSC
y los progenitores hematopoyéticos
en el nicho vascular, favoreciendo
la exposicion de las células hema-
topoyéticas a la accién de factores
estimulantes e inhibidores de la
proliferacién y diferenciacion en
forma paracrina.

B CARACTERIZACION FENOTIPI-
CAY FUNCION DE LAS MSC

Respecto a la caracterizacién
fenotipica y aislamiento de las
MSC de MO, grandes progresos
han sido realizados utilizando la
metodologia de separacion de cé-
lulas activadas por fluorescencia
(FACS) y la técnica de separacién
magnética. Los estudios de marca-
dores de superficie de MSC de MO
humana en cultivo primario mos-
traron: Stro-1*, CD773*, CD49a*,
CD49bba°,  CD49c*, CD49dbe,
CD49f*, CD44+, CD105*, CD106"
e, CD166* CD29*, CD90*, PO-
DXL*, CD13*, HLA-ABC*, CD146*%,
CD147+, CD271-aie, CD117(c-kit)’
bio y negatividad para CD34, CD31,
CD45, CD14, CD133, CD11b,
CD113, HLA-DR, CD80 (B7-
1), CD86 (B7-2), CD40, CD40L,
CD36, CD19, CD3, CD79, CD184
(CXCR4, positivo en MSC no ex-
pandidas) y c-met (R de HGF, po-
sitivo en MSC no expandidas) (40,
64-68).

Por otro lado, en trabajos de
caracterizacién fenotipica realiza-
dos con células mesenquimales no

expandidas de MO humana adulta
fresca, se han podido identificar
dos fracciones celulares, una CD45"
CD14/CD73* y otra CD45CD14/
CD49a* (59). La expresion antigéni-
ca temprana de CD73 y CD49a es
una caracteristica que define a las
MSC pero que, hasta el momento,
no se conoce su significado funcio-
nal. El CD73, por ser una molécu-
la de adhesion, podria ser un acti-
vador de transduccién de senales
durante las interacciones entre las
MSC vy el resto de los componen-
tes del microambiente estromal,
favoreciendo asi la proliferacion y
los procesos de diferenciacion (69).
Y la expresion de CD49a (cadena
a de VLA-1) permitiria posiblemen-
te que las MSC interaccionen con
componentes de la matriz extrace-
[ular como colageno IV y laminina,
lo cual favoreceria la migracion.
Ademads, la union de CD49a al co-
lageno induciria en la MSC (quies-
cente) la progresion del ciclo celu-
lar y su sobrevida (59, 70).

En los altimos afos, ha sido des-
cripto el antigeno SSEA-1 (antigeno
glicolipidico embriogénico tempra-
no) marcador de ESC pluripotentes
no diferenciadas, que también se
halla presente en las MSC de MO
adulta (71).

Por otra parte, los que trabajan
con MAPC de MO humana encon-
traron que las mismas eran CD90",
CD13*, CD44b° y negativas para
CD34, CD45, CD36, HLA de clase
Ly 1 (5).

Otro dato reciente e interesan-
te, es que la expresion de CD146*
indica procedencia de la MSC del
nicho vascular de MO, y que la ma-
yor intensidad de fluorescencia re-
lativa de CD146/MSC fue encontra-
da en las MSC que presentan triple
plasticidad y mayor capacidad de
auto-renovacion, asi como mayor
capacidad de regular la hemato-
poyesis en comparacion a las que
expresan menos intensidad de fluo-
rescencia relativa, que correspon-
derian a las MSC unipotenciales de
baja eficiencia de clonado (72, 73).

En el afio 2006, la ISCT propu-
so los criterios minimos para defi-
nir una MSC a saber: ser adheren-
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te al plastico, presentar capacidad
de clonado para dar CFU-F, ser
CD105%, CD73* ,CD90*, CD34,
CD45, CD14, CD11b- ,CD79«,
CD19  y HLA-DR" y difenciarse in-
vitro a osteocito, condrocito y adi-
pocito (74). Esta Gltima propuesta
de la ISCT surgié como consecuen-
cia de la gran diversidad de resulta-
dos sobre la caracterizacién de las
MSC de MO presentados por los in-
vestigadores de todo el mundo. La
heterogeneidad de datos era conse-
cuencia directa de la utilizacién de
distintas metodologias a la hora del
aislamiento, expansion y diferen-
ciacién de la MSC.

De todo lo comentado hasta el
momento, surge que la poblacién
de MSC de MO presenta un feno-
tipo heterogéneo. Con este pensa-
miento en mente, algunos autores
han buscado el mejor marcador
para identificar MSC de MO in-vivo
y han postulado al CD271 (receptor
del factor de crecimiento nervioso
de baja afinidad) como el mejor
(67, 68). Otra observacion intere-
sante, es que las MSC con CD271*
y CD106 (VCAM-1)* definen a una
subpoblacion de MSC multipoten-
ciales con propiedades inmuno-
supresoras importantes, las cuales
disminuyen o anulan la reaccién
injerto contra huésped (75, 76).

La presencia de MSC se ha en-
contrado en MO tanto en el perio-
do postnatal como en el adulto y
su frecuencia declina con la edad
(77). En el nacimiento, la frecuen-
cia es de 1 MSC/10* CMN de MO,
disminuyendo esta relacién a 1
MSC/2x10° CMN en los individuos
de 80 anos (78).

Es importante entonces, tener
en cuenta que si bien hasta el mo-
mento la MO es la fuente principal
de MSC para los estudios clinicos y
experimentales, su nimero y capa-
cidad de diferenciacion disminuye
con la edad (78, 79). Por lo tanto,
deberia considerarse otra fuente de
esta clase de ASC como, por ejem-
plo, la sangre de cordén umbilical
o los lipoaspirados (80). Algunos
resultados indicaron que in-vitro,
independientemente de la fuente,
las MSC guardan similares caracte-

risticas fenotipicas y de plasticidad
(80). Sin embargo, algunos autores
como Bieback K y colaboradores
encuentran diferencias en la efica-
cia de aislamiento de las MSC de
estas tres fuentes, asi como en la
frecuencia, plasticidad y potencial
de expansién de las mismas. Al
respecto, estos autores encuentran:
1)- una frecuencia decreciente de
MSC/10° CMN en tejido adiposo,
MO vy sangre de cordén umbilical,
respectivamente; 2)- 100% de efica-
cia en el aislamiento de las MSC al
trabajar con MO vy tejido adiposo,
y entre 30-60% cuando la fuente
es sangre de cord6én umbilical; 3)-
una mayor capacidad proliferativa
y menor tamano celular en las MSC
de sangre de cordén respecto a las
de tejido adiposo y MO, presentan-
do las MSC de esta dltima la menor
expansion; y 4)- las MSC de origen
medular y adiposo presentaron tri-
ple plasticidad en comparacién a
la osteo-condro-diferenciacién de
las MSC de sangre de corddn (81).
Otra fuente de MSC humanas es la
sangre fetal del primer trimestre,
asi como el higado y MO de este
periodo de vida, en estos sitios las
MSC fetales serian mas primitivas y
con mayor plasticidad que sus co-
rrespondientes compartimentos en
el adulto (82). Por su parte, Zhou y
colaboradores (66) encontraron que
las MSC de sangre de cordén umbi-
lical, MO adulta y fetal presentaban
semejante fenotipo de membrana,
morfologia y mantenian la multi-
potencialidad y la auto-renovacion
entre los pasajes 3-10. La dnica di-
ferencia que observaron es que al
llegar a confluencia el cultivo de
CFU-F de origen de MO fetal y de
sangre de cordén umbilical, las cé-
lulas mantienen su capacidad pro-
liferativa mientras que las de MO
adulta se arrestan (66). Respecto a
las células madre fetales (FSC) se ha
encontrado otras fuentes como son
el liquido amnidtico y la placenta
durante la gestacion (82). Las FSC
podrian representar un tipo de SC
intermedia entre las ESC y las MSC
adulta desde el punto de vista tera-
péutico.

Continuando con las caracterfs-

ticas funcionales de las MSC adul-
tas, existen distintos factores intrin-
secos y extrinsecos que afectan el
nimero y la capacidad de clonado
de la MSC de MO para dar CFU-
F in-vitro, entre ellos se encuentra
el régimen pre-transplante de MO,
el cual induce una disminucién re-
versible del ndmero de CFU-F en
los nifios e irreversible en el adulto
(83). Este factor también produce,
por ejemplo, alteracién en la capa-
cidad de diferenciacién de la MSC
de MO, especialmente a osteoblas-
to-osteocito (83, 84). Las MSC y
los progenitores estromales de MO
cumplen un papel fundamental en
la formacién del hueso como con-
secuencia de su multipotencialidad
para dar células del linaje osteoci-
tico (osteoblasto/osteocito), entre
otros (85-87). Ademds estas MSC
liberan factores solubles como
IL-1b, IL-6, IL-11, TGF-b, FGF-2,
PDGF, PGE2, Dkk-1, proteinas Wnt
(Wnt 2, 4, 5, 11, 16), RANKL, LIF,
OPG, M-CSF, MIP-1a y acido hialu-
rénico, capaces de regular tanto la
formacion y funcién del linaje os-
teobldstico, asi como osteoclastico
(88-90).

Por otro lado, los osteoblastos/
osteocitos liberan factores solubles
que actian en forma autécrina
como: TGF-b, FGF-2, IGF- 1y I, y
BMP (91). Ademas, los preosteo-
blastos/osteblastos liberan factores
activadores (RANKL, M-CSF; IL-1,
IL-6, TGF-b, LIF, IL-11, 4cido hia-
lurénico) e inhibidores (OPG) de la
osteoclastogénesis (92-94). Por su
parte el osteoclasto, el cual deriva
de los progenitores mielo-monoci-
ticos de MO, libera de la matriz de
mineralizacién factores reguladores
de la proliferacién, diferenciacion
y activacion de los osteoblastos
como TGF-b, BMP-2, 3 y 7, FGF,
IGF- 1y II; a través de la liberacion
de metaloproteinasas (MMP-1, 2, 8,
7'y 9) y catepsina K (95). La MMP7
ademds de ayudar a la degradacion
de la matriz ésea liberando factores
solubles como las otras MMPs libe-
ra RANKL de la membrana celular,
principal factor osteoclastogénico
(96).

Los osteoblastos, asi como las
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células estromales de MO, también
liberan mdltiples factores solubles
que regulan la hematopoyesis (IL-
11, IL-6, GM-CSF y M-CSF), en
particular la mielopoyesis (97). De
lo expuesto anteriormente surge el
concepto de que no solo el hueso
y la MO son 6rganos anatémica-
mente contiguos sino que también
exhiben una interdependencia
funcional marcada (98). Es decir,
que muchos desérdenes de la MO
afectan en forma significativa la
composicién y funcién del hueso,
involucrando interacciones entre
las células normales y modificadas
de MO y aquellas que existen en el
compartimiento 6seo.

A pesar de los grandes avances
que se han realizado en el tema de
la diferenciacién de la MSC a os-
teoblasto/osteocito, asi como en
la influencia de esta MSC en la os-
teoclastogénesis, mucho queda por
estudiar acerca de los mecanismos
por los cuales la MO y el hueso ac-
tdan en forma sinérgica para regu-
lar la remodelacién ésea normal y
patoldgica.

En referencia al aislamiento de
MSC de MO, se puede realizar por
distintas metodologias pero la mas
cominmente usada y con alto ren-
dimiento es el aislamiento inicial
de las CMN a través de un gradiente
de Ficoll-Hypaque (d=1.075 g/cm?)
y posterior adherencia al plastico
durante 24 horas, utilizando me-
dio de cultivo a suplementado con
20% de SBF. Luego de este periodo,
se descartan las células hematopo-
yéticas no adherentes, y se vuelven
a incubar las células estromales con
el mismo medio hasta alcanzar con-
fluencia. Las células estromales se
aislan por tratamiento con solucién
de Tripsina—EDTA (0,05-0,02% en
PBS, respectivamente) (42). De otra
forma, Horn Py colaboradores (99)
han observado que las MSC de MO
pueden ser aisladas eficientemente
luego de una lisis de glébulos rojos
con solucién de cloruro de amonio.
Esta dltima metodologia respecto al
fraccionamiento por densidad fa-
vorece la capacidad de clonado de
la MSC in-vitro, dando un ndmero
y tamano de CFU-F mayor, resulta-

dos que podrian ser consecuencia
de la presencia de plaquetas en los
aspirados de MO sometidos a la li-
sis de glébulos rojos (99, 100), sin
embargo la técnica usada de rutina
continua siendo el aislamiento por
gradiente de densidad.

La plasticidad de las células
mesenquimales estromales (MSC
y progenitores estromales) de MO
no se modifica hasta el subcultivo
nimero 40 (101). Sin embargo, con
los subcultivos sucesivos las MSC
y progenitores estromales compro-
metidos pueden transdiferenciarse
y llegar a un estadio de SC inter-
medio llamado de transicién entre
la célula de naturaleza epitelial y
mesenquimal (EMT/ MET) que favo-
receria la diferenciacién a SC epite-
liales, las cuales podrian dar origen
al desarrollo de tumores, como se
comenté al inicio de este trabajo,
con lo cual es importante evitar el
envejecimiento celular especial-
mente cuando se planea utilizar
las células posteriormente para te-
rapia clinica (21, 102). Estudios in-
vitro realizados con MSC de tejido
adiposo subcultivadas durante 4-5
meses han mostrado la aparicion
espontanea de ASC transforma-
das, con caracteristicas de células
neoplasicas como el incremento
del porcentaje de células en fase
S, la inestabilidad cromosémica, la
disminucién de los marcadores de
las MSC como CD90 y CD105, la
pérdida de la inhibicién crecimien-
to por contacto en cultivos en me-
dio de agar semi-sélido y cambios
de la morfologia tipica elongada
fusiforme a la pequefia y compac-
ta (103). Més atn, SC neoplasicas
han sido aisladas, caracterizadas y
definidas en varios tipos de tumores
como en el carcinoma mamario, el
glioblastoma y las leucemias mielo-
des, proponiendo los autores de es-
tos trabajos que dichas SC derivan
de la ASC normal (104).

La regulacion de los procesos
de auto-renovacién y diferencia-
cién de la ASC, MSC y HSC, son
muy complejos y dependen de
mdltiples factores tanto intrinse-
cos (genéticos) como extrinsecos
(microambiente del tejido especifi-

co). La pérdida del equilibrio entre
auto-renovacién y diferenciacion
da lugar a un crecimiento celular
descontrolado y/o a un incremento
en la maduracién de los distintos
progenitores comprometidos, lo
que da como resultado la aparicion
de tumores malignos y benignos,
asi como defectos tisulares. La po-
sibilidad de expandir las MSC y su
multipotencialidad, aument6 el in-
terés clinico de utilizarlas en condi-
ciones muy estrictas de cultivo para
la reparacion de tejidos y terapia
génica (41, 105).

La diferenciacién de la MSC a
osteocito, condrocito, adipocito y
células estromales es funcién de un
ndmero limitado de factores de cre-
cimiento y nutrientes, mientras que
la transdiferenciacion por ejemplo
a cardiomiocito, neurona y hepato-
cito es sumamente compleja, estd
compuesta de multiples pasos y re-
quiere la presencia de factores de
crecimiento pre-condicionantes es-
pecificos y caracteristicas precisas
muy bien definidas (106).

El transplante de MSC, asi como
su aceptacioén y diferenciacion a cé-
lulas de los mdltiples 6rganos dana-
dos, ha sido demostrado en muchos
modelos de animales y ensayos cli-
nicos en humanos (11, 105, 107).
Estos estudios indican que la MSC
estd preparada funcionalmente
para reconocer el sitio de injuria y
transformarlo en un tejido apropia-
do funcionalmente. Sin embargo,
no se conoce hasta el momento en
forma concluyente el mecanismo
que induce el “homing” de la MSC
en el tejido especifico dafiado y la
diferenciacién y/o la reparacién del
tejido danado por la liberacion de
distintas quimoquinas y factores so-
lubles (tales como FGF, EGF, PDGF,
VEGF, SDF-1, IL-6, TGFB), compo-
nentes de matriz (tales como fibro-
nectina y acido hialurénico), MMPs
(tales como MMP2 y MMP9), etc.
(108-112). Por lo tanto, un mejor
y mas profundo entendimiento de
la biologia de la MSC vy el resto de
las SC (ESC, FSC, IPS, MSC vy pro-
genitores endoteliales) es necesario
para establecer un criterio eficiente
para su potencial uso clinico (108).
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Respecto a la diferenciacion in-
vitro de la MSC en adipocitos, os-
teocitos y condrocitos, se han rea-
lizado grandes avances en los ulti-
mos anos (35, 107). La presencia
de factores solubles en los medios
de cultivo es esencial, por ejemplo:
TGF-B y BMP son necesarios para
la formacion del cartilago, fuente
de fosfato orgdnico es necesario
para la osteogénesis y estimulos
hormonales para la adipogénesis
(106). Sin embargo, un medio ade-
cuado no es suficiente para alcan-
zar la diferenciacion pues, como
seflalamos anteriormente, dentro
de un clon de MSC pueden existir
células hijas de diferente potencia-
lidad: multi, oligo o unipotenciales.
Por lo tanto, algunas podrian dar in-
vitro osteocitos, condrocitos y adi-
pocitos y otras sélo 2 tipos celulares
0 quizds una MSC hija dar un sélo
tipo celular. Ademas, el niimero de
subcultivo en el que se encuentre
la MSC también influye sobre el
potencial de diferenciacion (113).
Esta ultima observacion, posible-
mente sea funcién de la densidad
celular, de la distribucion espacial
de la MSC y de los componentes de
la matriz extracelular presentes en
el cultivo. Por ejemplo, la distribu-
cion tridimensional de la MSC en el
cultivo es critica para el desarrollo
de cartilago, donde una suspensién
de 100.000-200.000 MSC es centri-
fugada y el precipitado (cultivo en
micromasa), es expuesto a TGF-f
y BMP (114, 115). La presencia
de ambos factores y la proximidad
celular en la micromasa, inicia la
cascada condrogénica integrada
por moléculas extracelulares que
desencadenan sefiales cortas como
la unién a membrana de las glico-
proteinas Wnt o sefiales inducidas
por moléculas de adhesion como
N-caderina y conexina (106).

El compromiso y diferenciacion
de la MSC a un tipo celular maduro
especifico es un proceso complejo
y controlado temporalmente que
involucra la actividad de varios fac-
tores transcripcionales, citoquinas,
factores de crecimiento y compo-
nentes de matriz extracelular (35,
116-118). Durante la diferenciacién

aumenta la expresion de genes, y al
analizar la expresion génica del os-
teocito, adipocito y condrocito, se
encontré un incremento en la ex-
presion de 914, 947 y 52 genes en
cada uno de los procesos de dife-
renciacion respectivamente (106).
Ocho genes son comunes a los tres
linajes, 235 genes son comunes en-
tre los procesos de adipogénesis y
osteogénesis, 10 genes son comu-
nes entre la adipogénesis y condro-
génesis y s6lo 3 genes son comunes
entre condrogénesis y osteogénesis
(106). El hecho que el osteoblasto y
el adipocito compartan este amplio
ndmero de genes durante la adqui-
sicion de su fenotipo hizo pensar
que ambas progenies podrian deri-
var de un precursor comun (106).
Sin embargo, hay otros autores que
avalan la teoria de un precursor co-
mun osteo-condrogénico (119).

En relacién a la capacidad mi-
gratoria de la MSC de MO, si bien
hay diferentes experimentos que
muestran su migracién a distintos
6rganos danados, pocos son los
estudios que observan el “engraf-
tment” de las MSC transplantadas
de una MO alogénica en la MO
del huésped. Estudios de cariotipo
realizados en cultivos largos de MO
del aceptor, post-aceptacion del
transplante, simultaneo con CD34+
y MSC, muestran que las células es-
tromales son del cariotipo del acep-
tor. Estos resultados podrian estar
relacionados con el hecho de que
las MSC son células mitéticamente
quiescentes con un periodo de vida
larga, y al ser infundidas podrian
sobrevivir por un periodo largo an-
tes de instalarse en MO (120, 121).
El establecimiento (“homing”) de
las MSC enddégenas o exdgenas
(via local o sistémica-vascular)
en un nicho especifico es un pro-
ceso que implica la migracion e
incorporacién de las MSC como
componente del microambiente
del tejido danado o sitio de infla-
macioén (17). En este proceso inter-
vienen factores de migracion de las
MSC como SDF-1, TRAIL, RANKL,
PDGF, IL-17, FGF bdsico, IFN-y,
IGF, TGF-B, EGF y EPO, los cuales
son liberados en el sitio de injuria

por distintas células (células endo-
teliales, células tumorales, células
del tejido afectado, etc.) y para los
cuales es fundamental la presencia
de receptores especificos para estos
factores en las MSC como CXCR4,
R de TRAIL (DR5 y DcR2), RANK, R
de PDGF de tipo ay B, R de IL-17,
FGF bésico, IFN-y, IGF, TGF-B, EGF
y EPO respectivamente, entre otros
(17, 122-128). Ademas, se sabe que
las integrinas juegan un papel fun-
damental en la adhesién de la MSC
circulante al endotelio vascular, mi-
gracién y quimiotaxis de la misma
al sitio comprometido; en especial
las integrinas B-1 y a-4, asi como
la molécula de adhesion VCAM-1 y
la MMP2. Es conocido el hecho de
que la expresion de las mismas dis-
minuye con los sucesivos subculti-
vos (17, 129-131). Algunos autores
han demostrado que las integrinas
a4/b1 (VLA-4) serian importantes
para la captura inicial, rodamiento
sobre la superficie endotelial (“ro-
lling”) y transmigracién de la MSC
transplantada a MO (17, 132).

Finalmente, las MSC son tiles
para ser trasplantadas cuando se
cumplen ciertos criterios como son:
diferenciarse a un linaje especifico,
sobrevivir en el hospedante luego
del transplante, integrarse al micro-
ambiente del tejido especifico a for-
mar, cumplir una funcién adecuada
en el huésped durante su vida, evi-
tar la reaccion del injerto contra el
huésped (GVHD), tener alto poder
proliferativo y generar una suficien-
te cantidad del tejido dafado.

B LAS FUNCIONES Y CARAC-
TERISTICAS DE LAS MSC DE MO
PUEDEN RESUMIRSE COMO:

1- Regulacion de la hematopo-
yesis: las MSC favorecen la auto-
renovacion, proliferacion y diferen-
ciacion de las HSC y de los proge-
nitores hematopoyéticos compro-
metidos a través de la formacion
de un estroma medular verdadero.
Son importantes en la recuperacion
hematopoyética post-quimio y/o ra-
dioterapia a altas dosis, fundamen-
talmente por acelerar la formacién
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de plaquetas (110, 133-136).

2- Plasticidad o multipotenciali-
dad y activacién del nicho micro-
ambiental del tejido injuriado: las
MSC de MO poseen capacidad de
auto-renovacion, diferenciacion y
transdiferenciaciéon dando origen
a células de origen endodérmico,
mesodérmico y neuroectodérmico
siendo, por lo tanto, importante su
uso en la terapéutica celular para la
reparacion de tejidos. Sin embargo,
como se describi6 anteriormente
los mecanismos de reparaciéon no
estan totalmente definidos, exis-
tiendo diferentes posibilidades: una
es la plasticidad y la otra mejorar el
microambiente del tejido u érgano
injuriado a través de la liberacion
de componentes de matriz, factores
de crecimiento, citoquinas, MMPs
y TIMPs que favorezcan finalmen-
te los procesos, por ejemplo, de
vascularizacién y estimulacion de
las ASC y progenitores especificos
del nicho injuriado (108-110, 112,
137). Numerosos reportes experi-
mentales pre-clinicos y en humanos
indicaron que tanto la administra-
cion local como sistémica de MSC,
favorecié en un alto porcentaje de
casos al menos en forma transito-
ria la mejoria en patologias como
osteogénesis imperfecta, infarto,
lesion de médula espinal u otros
desérdenes  neurolégicos como
Parkinson, injuria pulmonar y renal
aguda, diabetes y desérdenes gas-
trointestinales como la enfermedad
de Crohn (18, 108, 110, 138-150).

Recientes estudios mostraron
que el beneficio de la terapia ce-
[ular con MSC en las patologias
antes descriptas no sélo se limita a
los mecanismos de diferenciacion
y transdiferenciacion, ni a la libe-
racion de factores pardcrinos, sino
que se suma a esto el efecto anti-
inflamatorio de estas células sobre
los nichos tisulares injuriados (151,
152).

El Gnico riesgo que no puede ser
olvidado cuando se utiliza este tipo
de terapia celular, es que las MSC,
como se indicé anteriormente, pue-
den favorecer in-vivo el crecimiento
tumoral (153).

3- Inmunogenicidad: las MSC

presentan baja inmunogenicidad
pues tienen minima expresion
constitutiva de los antigenos leuco-
citarios humanos (HLA) del com-
plejo mayor de histocompatibilidad
(HMC) de clase | y los antigenos
HLA de clase Il son expresados so-
lamente en un ndmero muy redu-
cido de MSC (154). La expresion
de HLA de clase Il se modifica en
funcion del grado del proceso infla-
matorio. A bajas concentraciones
de IFN-y, la expresion de HLA de
clase Il se mantiene en las MSC y
a altas concentraciones disminuye
(155). Se encontr6 también ausen-
cia de moléculas co-estimuladoras
como CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2),
CD40 y CD40L (156, 157).

4- Inmunosupresion: las MSC fa-
vorecen la aceptacion de diferentes
transplantes de 6rganos, disminu-
yendo la reaccién de injerto contra
huésped y la sintomatologia de las
enfermedades autoinmunes como
la encefalitis autoinmune, diabetes
tipo I, etc. (17, 158-163). Las MSC
disminuyen en la célula dendritica
(DC1) la produccién de TNF-a y
estimulan en la DC2 la liberacién
de IL-10 (164). A su vez, las MSC
disminuyen la expresiéon de molé-
culas co-estimuladoras como CD40
y CD86 en DC maduras (165) e in-
hiben la diferenciacién dendritica
de los monocitos a través de la li-
beracion de IL-6, M-CSF GM-CSF y
PGE2 (166-169). Ademas, inhiben
en los linfocitos (L) T colaboradores
de tipoTh1y en las NK la liberacion
de IFN-y, asi como también dismi-
nuyen en los LTh1 la produccion de
TNF-0 e inducen en los linfocitos
Th2 la liberacion de IL-4 (164). Hay
muchas evidencias que muestran
que la inhibicién de la funcionali-
dad de las NK es mediada por IDO,
PGE2 y TGFb liberada por las MSC
(17, 164). La IL-6 y el VEGF libera-
dos por las MSC median el efecto
inhibidor de la proliferacion del
LT (CD4* y CD8"), asi como otros
mediadores solubles tales como la
galectina-1, semaforina-3A, IDO,
PGE2, TGF-B, IL-10, MMP-2/9 y
moléculas de membrana como
VCAM-1 (76, 161, 165, 170-173).

Por otro lado, se ha evaluado

que las MSC pueden promover in-
vitro e in-vivo la generacién de LT
regulatorios CD4*CD25*, los cuales
presentan actividad supresora (161,
174), asi como favorecer la propor-
cién de LT CD4*/CD25*/CTLA4* y
LT CD4*/CTLA4* en presencia de
IL-2 o en un cultivo mixto de lin-
focitos (164, 174). Mas adn, las
MSC pueden producir BMP-2, la
cual media la inmunosupresién por
inducir la generacion de LT regu-
latorios CD8* (175). Sin embargo,
algunos autores encontraron datos
contradictorios respecto a la induc-
cién de LT regulatorios por accion
de las MSC in-vivo (176, 177).

Otros autores han encontrado
que las MSC de MO inhiben in-vitro
la proliferacién de los LB de sangre
periférica a través del arresto de los
mismos en la fase GO/G1 del ciclo
celular (178). Mas aln, se observo
que las MSC disminuyen la expre-
sion de receptores de quimoquinas
en los LB, lo que sugiere una dis-
minucion de la capacidad de mi-
gracién de estas células al sitio de
inflamacion (178).

Todas las propiedades descrip-
tas en el apartado 1, 2 y 3 de las
MSC pueden ser favorecidas por
modificaciones genéticas de estas
ASC, combinando lo mejor de am-
bas terapias (celular y génica) para
el tratamiento de desérdenes multi
0 monogénicos (179).

5- Inmunoestimulacion: existen
evidencias de que un bajo nimero
de MSC induce la respuesta inmu-
ne, mientras que un exceso de MSC
tienen efecto inhibitorio (180). Por
ejemplo su efecto estimulante se
evidencié en el aumento de pro-
duccion de IgG y de IFN -y (181).

En relacién a todas las observa-
ciones anteriores, Waterman RS vy
colaboradores (152) han descripto
recientemente que las MSC huma-
nas pueden ser polarizadas en base
a las senales “downstream Toll-like
receptors (TLR) signaling” en dos ti-
pos de subpoblaciones homogéneas
con distinto fenotipo activo que
clasificaron como MSCT1 y MSC2.
Las MSCT1 liberan mediadores pro-
inflamatorios (IL-6, IL-8, etc.) y las
MSC2 liberan mas mediadores con
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efecto inmunosupresor (IL-10, IDO,
TSG6, etc.) a través de la accién de
TLR4 y TLR3, respectivamente. Esta
diferencia entre MSC1 y MSC2 no
solo se limita a los mediadores so-
lubles (citoquinas) sino también a
los componentes de matriz extrace-
lular pues TLR4 favorece en MSCT
los depésitos de coldgeno y TLR3
en MSC2 los depésitos de fibro-
nectina, asi mismo la activacién de
TLR3 inhibe la triple diferenciacién
de las MSC (osteogénica, adipogé-
nica, condrogénica) y la activacion
de TLR4 inhibe la diferenciacién
adipogénica, estimula la osteogéni-
ca y no modifica la condrogénica.
Por Gltimo, ambos TLR al activarse
favorecen la migracion y capacidad
invasiva de las MSCT y 2 pero se
reportd que la mayor liberacion de
quimoquinas (CCL5 o RANTES vy
CCL10 o IP-10) es post-activacion
de TLR3. Por lo tanto, a partir de
todos estos resultados relaciona-
dos con TLR3 y 4 surge que se los
deberia considerar muy seriamen-
te al momento de seleccionar una
subpoblacion de MSC humanas
para ser utilizada en la terapia re-
generativa e inmunosupresora con
este tipo de ASC.

Por altimo, en relacién al futu-
ro de la terapia regenerativa con
MSC, Helmy K.Y. y colaboradores
reportan el uso de MSC para trans-
plantes en humanos, en 105 casos
de “clinical trials” registrados por la
FDA [US Food and Drug Adminis-
tation, www.clinicaltrials.gov] (18).
Como los estudios clinicos de Fase
I 'y Il estan siendo adn llevados a
cabo y abarcan un nimero redu-
cido de pacientes, los resultados
disponibles hasta el momento son
satisfactorios y no sugieren mayores
riesgos, pero se debe esperar mas
tiempo para obtener conclusiones
definitivas. Las MSC usadas para
transplante en este estudio fueron:
51% de MO, 7% de tejido adiposo,
5% de sangre de cord6n umbilical,
y 3% de otras fuentes como son
sangre periférica e higado. El 48%
de estos transplantes fueron reali-
zados con MSC autélogas, el 42%
con alogénicas y el 10 % restante
no fue registrado. Las MSC de este

trabajo fueron testeadas para tratar
diferentes patologias como: des-
6rdenes musculo-esquelético (24
trials), cardiacos (16), reaccion in-
jerto contra huésped (GVHD, 14),
inflamatorios como la enfermedad
de Crohn (9), neurolégicos (8), des-
6rdenes de higado y cirrosis (7),
diabetes tipo | y Il (7), rechazo de
6rganos transplantados (6) y otras
condiciones patolégicas (16). Sin
embargo, pese a los miltiples estu-
dios experimentales y pre-clinicos
realizados en la udltima década, un
gran nimero de preguntas relacio-
nadas con la biologia de la MSC
quedan por resolver. Y las mismas
estan relacionadas con su sobrevi-
da, su capacidad de “homing post-
transplante”, la relacién entre su
fenotipo inmune y su funcién como
tal, su forma de administracién
sistémica o local, el tipo de MSC
aut6loga u alogénica y si sus pro-
piedades de auto-renovacion, dife-
renciacion y transdiferenciacién se
mantienen post-transplante. Por lo
tanto, de las preguntas expuestas se
concluye la necesidad de continuar
avanzando en los conocimientos de
la biologia de la MSC para acortar
la distancia entre la esperanza de su
potencial uso en la clinica y su real
aplicacion terapéutica.

B GLOSARIO

Canales de Hering: también lla-
mados ductulos intrahepéticos de
la bilis o colangiolos, se encuentran
en la parte més proximal de las vias
biliares entre los canaliculos biliares
y los conductos biliares interlobu-
lares, cerca del borde externo del
[6bulo clasico del higado. Histologi-
camente se hallan limitados por he-
patocitos y células ductulares. Son
importantes durante la regeneracién
hepdtica, la cual se produce nor-
malmente a través de la activacion
de células maduras. Cuando el dafo
hepético es demasiado extenso, se
produce la activacion de células
progenitoras ubicadas en el canal de
Hering, que dan origen a las célu-
las ovales. Estas células progenitoras
incompletamente diferenciadas re-

tienen la capacidad bipotencial para
diferenciarse a hepatocitos y/o célu-
las epiteliales biliares.
Caracterizacion fenotipica: des-
cripcion de los elementos particula-
res y especificos que hacen unico al
organismo en cuestion. Estas carac-
teristicas detectables se encuentran
determinadas por una interaccion
entre el genotipo y el medio. En el
caso particular arribado en este tra-
bajo los elementos particulares y
especificos a describir que definen
a una determinada célula son molé-
culas de superficie (proteinas o gli-
coproteinas) como por ejemplo los
clusters de diferenciacion (CD).
Citoquinas o citocinas: son pro-
teinas de bajo peso molecular que
actian como potentes mensajeros
quimicos regulando la funcién de
las células que las producen o de
otros tipos celulares, a través de la
activacion transitoria de receptores
especificos de membrana. Son los
agentes responsables de la comuni-
cacion intercelular. Son capaces de
inducir proliferacién, maduracién y
diferenciacién celular (como ocurre
durante la hematopoyesis o la an-
giogénesis), favorecer la quimiotaxis
y también modular la secrecién de
sustancias anti- o pro-inflamatorias
e inmunoglobulinas, regulando en
este Ultimo caso la respuesta inmu-
ne local o sistémica. Son producidas
por diferentes tipos celulares del sis-
tema inmune (macréfagos, linfoci-
tos T, “natural killer”) y por células
no inmunes (fibroblastos, células en-
doteliales, etc.). Dentro de esta de-
finicion se agrupan: interleuquinas,
quimoquinas, interferones, factores
estimuladores de colonias, factores
de crecimiento y factores de necro-
sis tumoral, entre otros.
Desdiferenciarse: capacidad de
las células comprometidas con un
linaje especifico de volver a estadios
previos de diferenciacién; incluso al
completamente indiferenciado con
propiedades, en este caso, de célu-
las madres como ser la auto-renova-
cién y plasticidad hacia el mismo o
distinto linaje del que provenia an-
teriormente.
Diferenciarse: capacidad de una
célula madre de continuar una via
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de diferenciacién y, por lo tanto,
producir células maduras y funcio-
nales de uno o varios linajes espe-
cificos, seglin su multipotencialidad,
que daran luego lugar al tejido ma-
duro correspondiente.

“Engraftment”: vocablo en inglés
que admite como traduccién: pren-
dimiento o incorporacién del injerto.
Hace referencia al proceso por me-
dio del cual células transplantadas o
transfundidas (por ejemplo: células
madre hematopoyéticas y mesen-
quimales luego de un transplante de
médula dsea) se establecen en forma
firme y permanente, comenzando a
proliferar y diferenciarse como tales
dentro del receptor.

Fase GO/G1: las células que han
entrado en el conjunto ordenado
de sucesos que conducen al creci-
miento de las mismas y divisién de
cada una en dos células hijas, co-
nocido como ciclo celular, se de-
nominan “proliferantes” y las que
se encuentran en fase GO se [laman
células quiescentes. El ciclo celular
es controlado por un sistema que
vigila cada paso realizado. En re-
giones concretas del ciclo, la célu-
la comprueba que se cumplan las
condiciones para pasar a la etapa
siguiente: de este modo, si no se
cumplen estas condiciones, el ciclo
se detiene. El paso de GO a G1: co-
mienzo de la proliferacién, es una
de estas regiones concretas. Luego,
G1 (del inglés Growth o Gap 1) hace
referencia a la primera fase propia-
mente dicha del ciclo celular, en la
que existe crecimiento celular con
sintesis de proteinas y de ARN. Es el
periodo que trascurre entre el fin de
una mitosis y el inicio de la sintesis
de ADN. Durante este tiempo la cé-
lula duplica su tamafio y masa debi-
do a la continua sintesis de todos sus
componentes, como resultado de la
expresion de los genes que codifi-
can las proteinas responsables de su
fenotipo particular.

Fase S: es una de las etapas del
ciclo celular y es aplicada a células
en division. El estado S representa
“Sintesis”. Cuando las células estdn
en fase S ocurre la replicacion del
ADN.

Ficoll-Hypaque: el Ficoll, en

particular, es un polimero de carbo-
hidrato y metrizamida (compuesto
denso que contiene yodo) de alto
peso molécular que contribuye a
la viscosidad y el Hypaque es un
componente organico iodinado que
incrementa la densidad del medio.
Bajo determinada fuerza centrifuga
y tiempo adecuado, los granulocitos
y eritrocitos componentes de la san-
gre, pasaran a través de la capa de
Ficoll-Hypaque (densidad= 1.075
gr/ cm ) hacia el fondo del tubo por
su mayor densidad. Los linfocitos,
los monocitos y los residuos de las
plaquetas permaneceran en la in-
terfase plasma/Ficoll-Hypaque. Un
posterior lavado a velocidad lenta
remueve la mayor parte de los re-
siduos de plaquetas, con lo cual se
obtiene una éptima separacién por
gradiente de densidad de células
mononucleares (monocitos y linfo-
citos) con un alto grado de pureza.
En el caso de partir de aspirados
de médula 6sea, los elementos que
quedan en la interfase ademas de los
mencionados son las células madres
hematopoyéticas y mesenquimales,
asi como los precursores y progeni-
tores tanto hematopoyéticos como
mesenquimales.

Hematopoyético: tejido donde
se forman, desarrollan y maduran
los elementos formes de la sangre
(Hema = sangre, poyesis = produc-
cion, fabricacion) a partir de células
madre hematopoyéticas o de precur-
sores indiferenciados o, mds adelan-
te en la progenie, por progenitores
hematopoyéticos con compromiso
hacia los distintos linajes de células
maduras presentes en la sangre: eri-
trocitos, leucocitos y plaquetas.

Matriz Extracelular: constituye
un conjunto de macromoléculas,
localizadas por fuera de las células,
que en conjunto forman el ecosiste-
ma donde la célula realiza sus fun-
ciones vitales. Estas moléculas son
sintetizadas por las mismas células
o provienen del torrente sanguineo.
Las interacciones celulares con la
matriz extracelular coordinan la
organizacion tisular regulando la
diferenciacién y funcionalidad celu-
lar. La matriz extracelular juega un
papel importante en muchos otros

procesos celulares tales como la ad-
hesién y migracion. También actia
como reservorio de factores de cre-
cimiento y citoquinas, modulando
de esta forma la activacion de dife-
rentes procesos celulares donde es-
tos factores estan involucrados. Las
moléculas de la matriz extracelular
(glicosaminoglicanos y proteinas fi-
brosas) son secretadas por las célu-
las estromales y luego se ensamblan
para formarla. Los glicosaminoglica-
nos forman una sustancia hidratada
en donde las proteinas fibrosas se
encuentran embebidas dando, estas
Gltimas, resistencia y ayudando a or-
ganizar la matriz.

Metaloproteinasas: son una fami-
lia de endopeptidasas dependientes
de Zn** con un amplio espectro de
accion proteolitica ante numerosos
componentes de la matriz extrace-
lular. No sélo estan involucradas en
la remocion mecanica de proteinas
estructurales de la matriz extracelu-
lar, sino también en la remocién vy,
por ende, activacion de precursores
de los factores de crecimiento, mo-
léculas de adhesion celular y otras
proteinas bioactivas; lo cual las in-
volucra indirectamente en la regula-
cién de la proliferacion, apoptosis,
angiogénesis, invasion, metastasis y
respuesta inmune.

Mielopoyesis: proceso por el
cual se generan, desarrollan y ma-
duran los componentes mieloides
de la sangre a partir de las células
madre hematopoyéticas de médula
Osea. Los componentes mieloides
son aquellos cuyo proceso de ma-
duracién en el adulto se inicia y
completa en médula ésea (Mielo =
médula, poyesis = produccion, fa-
bricacién); en contraposicién con
aquellos cuyo proceso de diferen-
ciacion se puede producir fuera de
la médula ésea y se denomina lin-
fopoyesis.

Quimoquinas o quimocinas: fa-
milia de citoquinas relacionadas
estructuralmente que poseen selecti-
vidad para activar y dirigir el trafico
de diferentes subpoblaciones de cé-
lulas inmunes y no inmunes, a tra-
vés del aumento de la expresion de
moléculas de adhesion intercelula-
res y la regulacion de la afinidad de
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esas moléculas de adhesion por sus
respectivos ligandos. Promueven el
reclutamiento dirigido o quimiotaxis
de las células con receptores para
ellas durante el proceso inflamatorio
y muchas veces favorecen la activa-
cién y proliferacion de sus células
blanco, como en el caso de ciertos
tipos de leucocitos. Provienen de
variadas fuentes celulares y tienen
acciones muy pleiotrépicas. Adi-
cionalmente, se ha observado que
las quimoquinas estan involucradas
en la hematopoyesis, angiogénesis,
morfogénesis tisular, crecimiento tu-
moral y apoptosis.

Teratomas: la palabra “terato-
ma”, del griego teraton, significa
monstruo, y es empleada para des-
cribir una clase de tumor encapsu-
lado que se forman a partir de las
células pluripotentes. Comidnmente
se hallan compuestos por mdltiples
tipos celulares derivados de uno o
mas de los tres linajes germinales.
Los tejidos del teratoma, aunque son
normales en si mismos, pueden ser
muy distintos de los tejidos que los
rodean. Esta clase de tumor se cla-
sifica segin su grado de madurez y
complejidad en: teratoma maduro
(que normalmente es benigno), in-
maduro (que es maligno) y mono-
dermal o teratoma altamente espe-
cializado. Raras veces dentro de las
lesiones quisticas benignas corres-
pondientes a un teratoma maduro
pueden encontrarse componentes
escamosos que proceden a transfor-
macién maligna. Se forman normal-
mente en los ovarios de las mujeres,
en los testiculos de los hombres y en
el hueso sacro de los nifos.

“Toll-like receptors”: expresion
inglesa para: receptores de tipo Toll.
Es un subconjunto importante de los
receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) presentes en las célu-
las fagociticas, los cuales son capa-
ces de reconocer patrones molecu-
lares expresados sobre la superficie
de los patégenos (PAMP) que son
conservados y compartidos por un
gran grupo de agentes infecciosos.
Son llamados receptores de tipo Toll
por su similitud con el receptor Toll
de la mosca de la fruta, Drosophila.
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