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Resumen

Las células madre mesenquimales son células pluripotentes y adultas con morfologia fibroblastoide y plasticidad
hacia diversos linajes celulares como condrocitos, osteocitos y adipocitos entre otros. Estas células pueden ser
aisladas principalmente de médula désea, sangre de cordon umbilical y tejido adiposo de donde se han logrado
establecer cultivos que han permitido estudiar sus propiedades funcionales y fenotipicas. Aunque la informacién
obtenida hasta la fecha no brinda un conocimiento completo, se espera que con el desarrollo de proximas
investigaciones se aclaren diversos aspectos biologicos para implementar su uso en medicina regenerativa. Esta
revision presenta una vision general sobre las células madre mesenquimales: morfologia € inmunofenotipo, ontogenia,
fuentes de obtencidn y aplicaciones clinicas.
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Abstract

Mesenchymal stem cells are pluripotent and adult with fibroblastoid morphology and plasticity towards different
cell lineages such as chondrocytes, osteocytes, and adipocytes among others. These cells can be isolated mainly
from bone marrow, umbilical cord blood, and adipose tissue where it has been possible to establish cultures that
have allowed the study of their functional and phenotypic properties. Although the information that has been collected
thus far does not offer a complete knowledge, it is hoped that with future research several biological aspects can be
cleared up to implement its use in regenerative medicine. This revision presents a general vision of mesenchymal
stem cells, morphology and immunophenotype, ontogeny, sources, and clinical applications.

Key Words: bone marrow, cell differentiation, fibroblast, mesenchymal stem cell, osteocytes, stem cell.

Morfologia e inmunofenotipo.

Los progenitores mesenquimales son un grupo de
células madres adultas que fueron caracterizadas por
Friedenstein, quien las aislo de médula 6sea y las describid
como células adherentes de morfologia fibroblastoide,

capaces de diferenciarse hacia células de origen

mesodérmico como osteocitos, condrocitos y adipocitos
(1- 4). Varios estudios han asignado a este grupo celular
diversos nombres como: Células de Estroma Medular,
Unidades Formadoras de Colonias Fibroblastoides,
Precursores Estromales ¢ Células Adultas Progenitoras
Multipotentes o0 MAPCs (Multi-Potent Adult Progenitor
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Cells). En el afio 2006, la Sociedad Internacional de
Terapia Celular 6 ISCT (Internacional Society Cellular
Therapy) propuso tres criterios para definir las células
madre mesenquimales (CMM); primero, éstas células
deben ser adherentes en cultivo; segundo, expresar los
antigenos CD73,CD90y CD105 en ausencia de antigenos
hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de
monocitos, macréfagos y linfocitos B; y tercero, las CMM
deben ser capaces de diferenciarse in vitro en
osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones
estandar de cultivo (2, 5-8).

Ademas de lo propuesto por ISCT, también se debe
tener en cuenta dos aspectos adicionales para
clasificarlas como células madre: que las CMM realicen
procesos de autorenovacion, es decir, durante la division
celular solo una de las células hijas debe iniciar
programas de diferenciacion celular y que sean capaces
de desarrollar «plasticidad clonogénica» o
diferenciacion hacia tejidos de diferentes capas
embrionarias como ectodermo y endodermo (9, 10).
la molécula CD73 o 5°

ectonucleotidasa como un marcador de linaje para las

ISCT propone

CMM. Esta es una glicoproteina cuya funcion biologica
consiste en hidrolizar nucledtidos extracelulares para
permitir el ingreso de nucledsidos y asi generar ATP y
GPT como fuente de energia celular en células
diferenciadas. No obstante, el papel que juega CD73 en
células madre mesenquimales se cree que estd mas
relacionado con mecanismos de adhesion celular ya que
se ha encontrado co-expresada con moléculas tipo a2
integrinas, lo que ha postulado a CD73 como un mediador
de adhesion celular en CMM (13, 14).

Las CMM, aisladas de médula ésea, también expresan
la molécula CD90 6 Thy-1, una proteina que hace parte
de la superfamilia de las inmunoglobulinas y cuyo
principal ligando es CD45 (15, 16); se expresa entre el
10-40% de las células CD34, y en mayor proporcion en
tejido conectivo y en células del estroma medular y
aunque no se conoce su funcioén en células madre

mesenquimales, un estudio muestra que si son sometidas

a stress celular mecanico se diferencian hacia células
similares a osteoblastos disminuyendo notablemente la
expresion de CD90, lo que podria mostrar que este
antigeno es un marcador de precursores mesenquimales
tempranos que pueden diferenciarse en osteoblastos (17).

CD105, también conocida como endoglina, es una
glicoproteina que hace parte del complejo del receptor
del Factor Transformante de Crecimiento-B 6 TGF-d'y
se expresa en monocitos activados, macrofagos
activados, precursores eritroides, fibroblastos, células
foliculares dendriticas, melanocitos, células cardiacas,
células vasculares de musculo liso, células endoteliales.
CD105 interviene en la regulacion de distintos
componentes de la matriz extracelular como fibronectina
y colageno razon por la cual se cree que esta relacionada
con procesos de angiogénesis y reparacion vascular (18,
19) y se sugiere que su expresion en CMM humanas es
determinante en la generacion de cardiomiocitos (20).

Ademas de los antigenos propuestos por ISCT, otros
autores proponen moléculas como STRO-1, CD44 y
CD166 para la tipificacion de células mesenquimales.
En 1991 se identifico a STRO-1 como un antigeno
especifico para CMM aisladas de médula ésea (21).
STRO-1 es un marcador que se expresa en el desarrollo
temprano de dichas células, declinando su expresion
cuando genes asociados a la diferenciacion y expansion
osteogénica como el Factor de Union Core A1 (CBFAT1)
interactua con osteopontina y osteocalcina (22). CD44
es una molécula de adhesion que actua mediante la
interaccion con el acido hialurénico, osteopontina,
colageno, anquirina, fibronectina y metaloproteinasas (23)
y contribuye en procesos de adhesion, migraciéon y
proliferacion de CMM (24). Ademas de STRO-1y CD44,
se sugiere que la molécula CD166 0 ALCAM (Activated
Leukocyte Cell Adhesion Molecule) interviene en la
hematopoyesis involucrando a las CMM, participando
en el mantenimiento del estado indiferenciado de células
madre hematopoyéticas y CMM (6, 25). En la Tabla 1
se observan otros marcadores utiles en la identificacion
de CMM (8).
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T abla 1Proteinas expresadas en células madre mesenquimales.

NOMBRE MARCADOR DE MEMBRANA
Moléculas de adhesion
ALCAM CDe66
ICAM-1 CD54
ICAM-2 CD102
ICAM-3 CD50
L-selectina CD62L
LFA-3 CD58
NCAM CD56
HCAM CD44
VCAM CD106
IL-1 R CD121
IL-3R CD123
IL-4 R CD124
IL-6 R CD126
IL-7 R CDh127
Interferon o R CDw119
Factor de Necrosis tumoral o 1 — R CD102a
Factor de Necrosis tumoral o 2 — R CD102b

Receptor de transferian CD71

VLA-o 1 CD49a
VLA-a 2 CD49b
VLA-a 3 CD49c
VLA-a 5 CD49e

VLA-f CD29

B4 —integrina CD104

Tetraspan CD9

5' nucleotidasa CD73
Thy -1 CD90
Endoglina CD105
MUC-18 CD146
BST-1 CD157

Marcadores de matriz extracelular

Colageno tipo I, I, IVy V
Proteoglicanos
Laminina
Hialuronan

T omado de Deans RJ, Moseley AB. 2000.

Aunque las CMM fueron descritas como células  cordon umbilical el 93% de la poblacion celular tiene un
similares a fibroblastos, la morfologia de las CMM puede  aspecto ovoide, con respecto al 7% que conserva una
variar segin la fuente de obtencion; por ejemplo, se ha  morfologia similar a los fibroblastos (4). Por el contrario,

observado que cuando se aislan a partir de sangre de  cuando estas células son aisladas a partir de medula 6sea
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la relacion de células fibroblastoides es mayor con
respecto a las ovoides (4, 11). Este aspecto morfologico
es de gran importancia ya que podria tener relacion con
el inmunofenotipo de estas células segun lo postulado
por Chang YJ y colaboradores quienes demuestran que
si la poblacion mesenquimal es obtenida de sangre de
cordén umbilical la gran mayoria no expresan el antigeno
CD90, mientras que si la poblacién es de origen medular
este marcador es determinante en su identificacion, lo
que podria explicar en parte los contradictorios resultados
que se encuentran publicados con respecto a la expresion

de ésta y otras proteinas en CMM (4, 12).

Ontogenia

Algunos autores sugieren que las CMM tienen un
desarrollo embrionario paralelo y coordinado junto con
las células madre hematopoyéticas (CMH); lo que se
demuestra en embriones de ratéon con 11 dias de
gestacion, en los cuales se han detectado CMM en la
region aorta-gdnada-mesonefro (AGM) donde también
aparecen las primeras CMH (29).

Ademas se ha postulado que algunas regiones
embrionarias proveen el microambiente necesario para
la diferenciacion de CMM, tal es el caso de los surcos
urogenitales (UGRs) donde se han encontrado una gran
cantidad de progenitores adiposos en comparacion con
las regiones AGM vy la aorta dorsal que rodea el
mesénquima (AoM); contrario a esto, los progenitores
condrogénicos estan presentes en mayor frecuencia en
la region AoM. Esto podria mostrar que durante la
embriogénesis, las CMM migran a lugares diferentes

para realizar procesos de diferenciacion celular (29).

Fuentes de obtencion

La médula o6sea es la principal fuente de aislamiento
de CMM, aunque se han aislado de tejido adiposo,
pancreas, higado, musculo esquelético, dermis,
membrana sinovial, hueso trabecular (30-33), sangre de
cordén umbilical (34), tejido pulmonar (35), pulpa dental

y ligamento periodontal (36). No obstante, los tejidos mas

empleados son la medula dsea, la sangre de cordon
umbilical y el tejido adiposo. Aunque la médula 6sea es
la mejor fuente de obtencidn; 0.003% de las células
mononucleares de médula 6sea humana son CMM segtin
Beyer N y Da Silva L 2006, existen algunos aspectos
que dificultan su uso como: limitada tasa de crecimiento,
la capacidad de diferenciacién de acuerdo a la edad del
donante de la médula y el riesgo en la toma de muestra
(30,32).

Sobre la obtencion de células madre mesenquimales
a partir de sangre de cordon umbilical, éste procedimiento
requiere optimizar puntos criticos para lograr un cultivo
exitoso, tales como el tiempo de recoleccion y
procesamiento que debe ser inferior a 16 horas, asi como
el volumen de sangre recolectado igual o superior a 30
ml (34). Respecto al aislamiento y cultivo a partir de
tejido adiposo, las células obtenidas de esta fuente tienen
una morfologia, fenotipo y capacidad de diferenciacion
in vitro similar a las obtenidas de médula dOsea, tienen
una mayor capacidad de proliferacién y es posible
acceder mas facilmente a muestras de tejido adiposo a
través de procedimientos como liposuccidon o
abdominoplastia (33, 38). En la Tabla 2 se presentan
otros aspectos comparativos de las principales fuentes
de obtencion de CMM (32, 33).

Aplicaciones clinicas de CMM

En modelos experimentales se ha demostrado que
las CMM son capaces de regenerar tejidos deteriorados
o lesionados como hueso, cartilago, tejido hepatico o
miocardico (3,38,39); y modular reacciones inmunes en
colagenopatias, esclerosis multiple y trasplantes de
médula 6sea (7).

Una de las principales aplicaciones clinicas de las
CMM consiste en la reparacion de hueso, demostrado in
vivo en ratones y en caninos con defectos craneo-faciales
y defectos de huesos largos mediante la administracion
directa de CMM, con matrices como hidroxiapatito/fosfato

tricalcico (HA/TPC) mostrando resultados satisfactorios
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T abla 2Comparacion fuentes de obtencién de células madre mesenquimales

Exito de aislamiento 100% 30-34% 100%
Formacion de monocapa adherente 4 -5 dias 2 —4 semanas 4 - 5dias
UFC-F obtenidas en la monocapa 83 + 61 0.002 + 0.004 557+ 673
adherente (nimero)
Capacidad de diferenciacion 71.4% 100% 78.8%
osteogénica
Capacidad de diferenciacion 100% 0% 94%
adipogénica
Capacidad de diferenciacién 100% 100% 100%
condrogénica
Expresion antigenos (%)
CDh44 97.5+5.1 99.7+£05 99.8+0.2
CD73 90.0 £ 20.0 99.3+£1.3 996+£05
CD90 99.1+£25 978+ 7.1 99.6+£0.2
CD105 88174 724 +£20.0 904+£59
HLAI 95.2+6.0 943+£6.8 98.8+28

Adaptado de Kern S y colaboradores 2006 y Wagner W y colaboradores 2005.

en hueso especialmente cuando la administracion de éstas
células es in situ (40,41). Estudios sugieren que para
garantizar la formacion de hueso, es necesario el uso de
materiales naturales o sintéticos (transportadores de
CMM), como ceramicas o titanio que son materiales
inertes y osteoconductivos (3).

La diferenciacion de CMM a condrocitos se ha
realizado en matrices tridimensionales con colageno (26)
y con diferentes polimeros modificados como poli acrilico
(PAc), poli estireno (PEs) y polietilenglicol (PEG) (27).
Se ha observado que la utilizacion de PAc y PEs en
cultivos de CMM promueven su adhesion y proliferacion
sin diferenciacion mientras que el uso de PEG genera

un efecto mayor sobre la diferenciacion condrogénica.

Las CMM también juegan un papel importante en la
reparacion de tenddn usando como transportador
colageno tipo I con distintas concentraciones autdlogas
de CMM (1, 4 y 8 x10° células/ml); obteniendo una
efectividad del 30% en la reparacion del tendon, lo que
constituye un avance importante si se considera la
complejidad del tejido recuperado (3).

En la reparacién de miocardio se han postulado
diferentes efectos de las CMM sobre el tejido cardiaco
como la diferenciacion in situ de ésta células en
cardiomiocitos, liberacion de factores solubles paracrinos
que promuevan la proliferaciéon de células residentes de
tejido y/o la fusién de las CMM con células cardiacas.

El modelo animal mas usado para evaluar esta aplicacion
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Figura 1. Efecto de las células madre mesenquimales sobre el sistema inmune. Adaptado de Rasmusson |. 2006.

es el corazon porcino donde se ha observado una
reduccion importante del tamafio del tejido lesionado,
neovascularizacion y reduccion de los niveles de apoptosis
(42). Defectos congénitos en el musculo esquelético
como distrofia muscular y otras miopatias, pueden ser
tedricamente restaurados con un transplante de CMM
que mejora la estructura y funcion del misculo. CMM
obtenidas de la membrana sinovial han mostrado iz vivo
potencial miogénico en el modelo de raton mdx con
distrofia muscular de Duchenne (43).

Ademas de las propiedades regenerativas de la CMM,
éstas también tienen la facultad de afectar el
funcionamiento del sistema inmune. Estudios muestran
que las CMM pueden inhibir la proliferacion de linfocitos
inducida por aloantigenos (44), mitdogenos como
fitohemaglutinina y concavalina A (45); asi como la
activacion a través de anticuerpos anti CD3 y CD28

(46). Durante la maduracion de células dendriticas, las
CMM puede inhibir la expresion de moléculas
involucradas en la presentacidn de antigenos como CDl1a,
CD40, CD80, CD86 y HLA-DR (47). En co-cultivo con
células mononucleares de sangre periférica, las CMM
incrementan la proporcion de subpoblaciones de linfocitos
T con fenotipo de células reguladores como CD4+/
CD25%°, CD4+/CTLA-4+, CD4+/CD25+/CTLA-4+
(48). En la Figura 1 se observa otros efectos de las CMM
sobre células del sistema inmune (7).

Desde que las CMM fueron descritas se ha
profundizado en su caracterizacion fenotipica, ontogénica
y funcional; sin embargo, aun quedan varios aspectos por
dilucidar sobre su biologia especialmente en lo relacionado
con su regulacion a través de nichos o microambientes
particulares como la médula 6sea o el tejido cardiaco ya

que si bien es considerada una poblacion celular particular,
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su funcionabilidad puede variar dependiendo de la
interaccion directa con otras células o de la liberacion de
factores solubles especificos de cada microambiente; por
esta razon, es importante estudiar las CMM en el contexto
de nichos particulares y no generalizar su uso terapéutico
sin considerar las variaciones observadas segin de la
fuente de obtencidén, numero de células utilizadas y
microambiente donde se desean utilizar. Una vez se
avance en la identificacion de los roles biologicos que
llevan a cabo las CMM in vivo y los mecanismos
moleculares responsables de cada una de estas funciones,
la medicina regenerativa ya no considerara tratamientos
temporales para enfermedades degenerativas, sino
soluciones terapéuticas a largo plazo para una amplia

variedad de patologias.
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