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Resumen

Las células madre mesenquimales (CMM) se pueden definir
como células estromales mesenquimales multipotentes
que proliferan in vitro y tienen una morfologia similar a
fibroblastos, forman colonias iz vitro y pueden diferenciarse
en osteoblastos, condrocitos y adipocitos, asi como mantienen
interacciones con el sistema inmune. Estas CMM pueden
ser aisladas y expandidas en medio de cultivo debido a sus
propiedades de adhesién al pldstico del matraz de cultivo,
diferenciacién y proliferacién iz vitro. Se ha logrado aislar
y mantener en cultivo CMM de articulaciones del quiridio
de caballo, cuya subpoblacién STRO-1 positiva mantenida
en condiciones de hipoxia se diferencia por el linaje de
condrocitos identificados por la reaccién azul Alcian.

Las propiedades inmunorreguladoras de las CMM causan
la alteracién de la proliferacién y las funciones efectoras de
la mayoria de las poblaciones celulares del sistema inmune,
innato y adaptativo.

Las caracteristicas de diferenciacién muldlinaje y de
inmunoregulacién de las CMM estd permitiendo su uso
en medicina regenerativa; se estima que en los préoximos 5
afios el potencial de esta nueva estrategia terapéutica podrd
visualizarse porque habrd muchos productos y protocolos de
tratamiento basados en la medicina regenerativa
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) can be defined as multipotent
mesenchymal stromal cells that proliferate in vitro and have
a fibroblast-like morphology and form in vitro colonies. They
can distinguish into osteoblasts, chondrocytes, and adipocytes,
as well as interact with the immune system. These MSCs can
be isolated and expanded in culture medium due ro their
properties of adhesion to the culture flask plastic, differentiation
and proliferation in vitro. Isolation and CMM culture of joints
of the horse chiridium has been achieved, whose subpopulation
STRO-1 positive maintained in hypoxia conditions differs from
chondrocyte lineage identified by the Alcian blue reaction.

The immunoregulatory properties of MSCs cause alteration of
the proliferation and effector functions of most cell populations
of the immune, innate and adaptive system.

The multilinear differentiation and immunoregulation characteristics
of MSCs are allowing their use in regenerative medicine. It is estimated
that in the next 5 years the potential of this new therapeutic strategy
can be visualized because there will be many products and treatment
protocols based on regenerative medicine.
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Introduccién

La diversidad de células que contiene un organismo
multicelular surge de una tnica célula, el huevo o
cigoto, el cual se denomina totipotente porque tiene
la capacidad de originar poblaciones celulares que
se agrupan en tres capas embrionarias: ectodermo,
mesodermo y endodermo. Las células de estas capas
embrionarias son pluripotentes porque a partir de ellas
se diferencian las poblaciones especificas de cada 6rgano
del cuerpo de un animal adulto, que en su totalidad
alcanza a 200 tipos diferentes de células. Las células
madre adultas, que son capaces de diferenciarse iz vivo
en células de los tejidos en las que residen, se pueden
encontrar en todos los érganos (Kuijk et al., 2011, pp.
71-85), pero la mayor fuente de células madre adultas
es la medula ésea (Camacho etal., 2017, pp. 254-271)

Cada tejido contiene un nicho de células madre, que
es un microambiente donde interactian entre ellas,
para autorrenovarse y promover su diferenciacién al
tipo celular que pertenecen. La autorrenovacién se
mantiene a través de la divisién mitdtica simétrica,
mientras que la divisién mitdtica asimétrica da lugar a
células progenitoras en un estado mds diferenciado que
la célula madre inicial, proporcionando la capacidad
de diferenciacién de las células madre, lo que permite
que los tejidos estén en constante renovacién (Ranera,

2012, p. 210).

El conocimiento actual de la biologia de las células
madre, sobretodo de los mecanismos moleculares
de autorrenovacién vy diferenciacién celular, estd
permitiendo visualizar el gran potencial que tienen
en el campo de la medicina regenerativa, es decir, en
la curacién de enfermedades sin tratamiento, en la
regeneracion de tejidos dafiados por la vejez o por
un traumatismo, en la creacién de érganos listos para
trasplante o en la solucién de trastornos genéticos.

En esta revisién se presentan algunos resultados
sobre el desarrollo de la biologia de las células madre
mesenquimales (CMM) y sobre las metodologias
adecuadas para su expansién y cultivo iz vitro.

Caracteristicas de las CMM

Las células madre mesenquimales (CMM) son un
subconjunto heterogéneo de células madre estromales
que pueden aislarse de muchos tejidos adultos (Uccelli et

al., 2008, pp. 726-736). Pueden diferenciarse en células
del linaje mesodérmico, como adipocitos, osteocitos y
condrocitos (Lo & Parham, 2009, pp. 204-213), asi
como en células de otros linajes embrionarios, como
pdncreas (Santana et al., 2006, pp. 866-883), tejido
neurogénico (Paredes et al., 2011, pp. 589-599), entre
otras (fig.1). Alternativamente se pueden definir como
células estromales mesenquimales multipotentes que
proliferan in vitro, se adhieren al pldstico del matraz de
cultivo y tienen una morfologia similar a fibroblastos,
forman colonias iz vitro y pueden diferenciarse en
osteoblastos, condrocitos y adipocitos (Horwitz et al.,
2005, pp. 393-395); y otra de las propiedades que mds
llama la atencién de los especialistas, actualmente, son
las interacciones que tienen con el sistema inmune

(Regmi et al., 2019, pp. 1-19).
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Figura 1. Tomada de Uccelli et al., 2008 Nature Reviews
Immunology 8: 726-736

Aislamiento y cultivo iz vitro de las CMM

Las células madre mesenquimales es uno de los tipos
de células madres adultas mds interesantes por su
gran plasticidad y el gran potencial que albergan para
aplicaciones en terapia celular (Beyer Nardi & da Silva
Meirelles, 2006, pp. 249-282). Estas CMM pueden
ser aisladas y expandidas en medio de cultivo debido
a sus propiedades de adhesién al pléstico del matraz
de cultivo, diferenciacién y proliferacién in wvitro
(Pittenger et al., 1999, pp. 143-147). Las condiciones
ideales de cultivo, serfan mantener las CMM, de las
diferentes fuentes que se obtienen (médula dsea,
sangre de cordén umbilical, tejido adiposo, pdncreas,
higado, musculo esquelético, dermis, membrana
sinovial y pulpa dental), con caracteristicas fenotipicas
y funcionales similares a las que exhiben en sus
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Algunos resultados, como los de
Song & Tuan (2004), evidencian que
no existen diferencias morfol4gicas ni
inmunofenotipicas entre las células
obtenidas de médula ésea, de la
sangre del cordén umbilical o del
tejido adiposo, aunque las CMM de
la sangre de cordén umbilical tienen
un mayor potencial de expansion,
su potencial de diferenciacién es
menor, al no hacerlo hacia el linaje
adipogénico.

nicho original, proliferacién celular y capacidad de
diferenciarse a varios linajes celulares (Bianco & Cossu,
1999, pp. 257-263). Sin embargo, hay que tener en
cuenta tres criterios fundamentales para definir como
CMM a una poblacién celular que se aisla de un érgano
especifico: la adhesién al plastico del matraz de cultivo,
la expresién del antigeno de superficie especifico y su
potencial de diferenciacién. Es decir, primero deben
adherirse al pldstico en condiciones de cultivo estdndar;
segundo, mds del 95 % de la poblacién de CMM debe
expresar los antigenos CD105, CD73 y CD90, y no
debe expresar (< 2% positivo) CD45, CD34, CD14 o
CD11b, CD79a o CD19 y HLA clase II. Por tltimo,
deben diferenciarse en condiciones estdndar in vitro a
osteoblastos, adipocitos y condroblastos (Dominici et

al., 2006, pp. 315-317).

Los estudios sobre proliferacidn de esta heterogeneicidad
de poblaciones de CMM han demostrado que son
capaces de mantenerse por largos periodos de tiempo
en cultivo in vitro sin diferenciarse, en el caso de las
CMM, de la medula 6sea humana, estas pueden
doblarse aproximadamente 38 veces en cultivo, lo que
corresponderia a unos 15 pases (Bruder et al., 1997,

pp- 326-334).

Algunos resultados, como los de Song & Tuan (2004),
evidencian que no existen diferencias morfoldgicas
ni inmunofenotipicas entre las células obtenidas de
médula 6sea, de la sangre del cordén umbilical o del
tejido adiposo, aunque las CMM de la sangre de cordén
umbilical tienen un mayor potencial de expansién; su
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potencial de diferenciacién es menor, al no hacerlo
hacia el linaje adipogénico.

De la misma manera, es necesario establecer las
condiciones de cultivo mds adecuadas durante la
expansién para potenciar las propiedades beneficiosas
de estas células antes de su uso en terapia celular. El
oxigeno es un parimetro determinante para procesos
biolégicos y moleculares (Godwin et al., 2012, pp. 25-
32). Las CMM, cuando se encuentran en sus nichos
en el interior de los organismos, estin rodeadas por
un microambiente de oxigeno considerablemente mds
bajo que el porcentaje de oxigeno atmosférico que se
utiliza en las incubadoras habitualmente, por lo que
al mantener a las células en un entorno diferente al
fisioldgico sus caracteristicas podrian ser alteradas.

Aislamiento y cultivo in vitro de CMM del fluido
sinovial de articulaciones del quiridio de caballo

En el laboratorio de biotecnologia animal, estamos
aislando y manteniendo en cultivo CMM obtenidas
del liquido sinovial del quiridio de caballo, de la
poblacién heterogénea aislada; hemos identificado una
subpoblacién con las caracteristicas bdsicas de las CMM,
es decir, tienen forma fibroblastoide (fig. 2) se fijan al
pléstico y dan positivo al antigeno STRO-1, usado
como indicador de una maduracién completa de las
CMM, las que cuando se mantienen en condiciones de
hipoxia se diferencian a condrocitos, uno de los linajes
celulares fenotipicos caracteristicos (fig. 3), identificado
por la reaccién azul Alcian, lo que nos permite afirmar
que STRO-1 también es un marcador molecular para
reconocer CMM completamente maduras.

Figura 2. CMM de forma fibroblastoide aisladas de las
articulaciones del quiridio de caballo y mantenidas en cultivo in
vitro



Biologia de las células madre mesenquimales y sus aplicaciones en medicina regenerativa (

Figura 3. Condrocitos diferenciados a partir de CMM aisladas
de las articulaciones del quiridio de caballo Identificadas por la
reaccién azul Alcian

Efectos inmunomoduladores de las CMM

Las propiedades inmunorreguladoras de las CMM
causan la alteracién de la proliferacién y las funciones
efectoras de la mayoria de las poblaciones celulares
del sistema inmune, innato y adaptativo (Uccelli et
al., 2008, pp. 726-736). En la dltima década se han
acumulado multiples evidencias de la habilidad de las
CMM de inhibir la respuesta inmune, lo que se inicié
con la observacién de que las CMM derivadas de
médula dsea suprimen la proliferacién de los linfocitos
T (Haddad & Saldanha-Araujo, 2014, p. 14). En
este contexto, el interés cientifico se orientd hacia la
caracterizacién de las propiedades inmunorreguladoras,
que incluye la alteracién de la proliferacion y de las
funciones efectoras de la mayoria de las poblaciones
celulares del sistema inmune, innato y adaptativo
(Miranda Rodriguez et al., 2015, pp. 20-31).

En estudios iz vitro se ha demostrado que las CMM
no expresan los antigenos del sistema principal de
histocompatibilidad de clase II, lo que indica que
constituyen un potencial terapéutico en la enfermedad
injerto contra huésped porque pueden reducir o
suprimir las reacciones inmunes inducidas (Yi & Song,
2012, pp. 213-221). Se ha sugerido que muchos de
estos efectos son mediados predominantemente por
factores paracrinos, pues las CMM secretan un niimero
considerable de factores inmunomoduladores. También
se ha planteado que la accién inmunosupresora pudiera
estar vinculada con la participacién de otros sistemas
inmunorregulatorios (Socarrds-Ferrer et al., 2013,
pp- 16-23). Las cualidades inmunomoduladoras de
las CMM vy su baja inmunogenicidad las convierten
en una fuente atractiva de células madre a emplear en

la terapia celular, bien para la regeneracién de tejidos
o para establecer la homeostasis en sitios con estados
inflamatorios crénicos patogénicos (Uchibori et al.,

2009, pp. 373-381).
Uso de las CMM en medicina regenerativa

Las propiedades de las células madre mesenquimales de
diferenciacién multilinajey deinmunoregulacién (fig. 4)
estd permitiendo su uso en el tratamiento de enfermedad
cardiovascular, de osteoarticulares, en
enfermedades oculares, en hepatopatias, en lesiones de
la piel, en medicina estética, entre otras. Sin embargo,
se necesita un mayor conocimiento de sus propiedades
biolégicas que permitan avances acerca del potencial de
esta nueva estrategia terapéutica; se estima que en los
préximos 5 anos habrd muchos productos y protocolos
de tratamiento basados en la medicina regenerativa

(Han et al., 2019, pp. 1-32).
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Figura 4. Propiedades bioldgicas de las CMM que estdn
permitiendo su uso en medicina regenerativa. Tomado de Han et

al., Cells 2019, 8 (8)
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