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RESUMEN

En los dltimos afios las Células Troncales Mesenquimales (CTMs) han despertado gran
interés debido a la capacidad de ser diferenciadas a células de distintos tejidos y con
ello al potencial terapéutico que poseen. La principal fuente de este tipo de células es
la Médula Osea (MO), sin embargo existen algunos inconvenientes con ello, dado que
la obtencién de aspirados de MO representa por si misma un método invasivo para el
donador, ademas de la falta de donadores histocompatibles e incluso a la disminucién
en numero y potencial de las CTMs presentes en donadores adultos. Por lo anterior, se
han propuesto fuentes alternativas de CTMs como la Placenta (PL) y la Vena De
Corddén Umbilical (VCU), las cuales todavia son fuentes controversiales debido a que no
se conocen muchas de sus caracteristicas biolégicas. En el presente trabajo se
obtuvieron CTMs de MO, PL y VCU vy se realiz6 un estudio de manera comparativa
mediante el analisis de su morfologia, inmunofenotipo y capacidad de diferenciacion
hacia osteoblastos, adipocitos, condroblastos y células neurales. Se obtuvieron CTMs
en el 100% de las muestras de MO y PL analizadas y en 10% de las muestras de VCU.
Se observo una menor frecuencia de CTMs en PL en comparacién con MO, mientras
gue en VCU no fue posible evaluar este pardmetro. Con el analisis morfoldgico
determinamos la presencia de 4 tipos celulares morfolégicamente distintos (células
grandes, fibroblastoides, pequefias y neurales) en cultivos provenientes de las tres
fuentes. De igual forma, las CTMs de las tres fuentes fueron negativas para la
expresion de marcadores hematopoyéticos como CD14, CD34, CD45 asi como para
CD62L y HLA-DR y positivos para los marcadores considerados como caracteristicos
de células mesenquimales como CD73, CD90 y CD105, sin embargo presentaron
variacion en la expresion de CD90, al igual que CD105 en VCU. De manera interesante
se observé una expresion alta y homogénea del antigeno CD13, por lo que proponemos
a este marcador como caracteristico de CTMs en las tres fuentes estudiadas. Por otra
parte, las CTMs provenientes de PL y VCU fueron capaces de diferenciarse hacia
osteoblastos y adipocitos de forma similar a aquellas de MO. Ademas las CTMs de PL
y VCU al igual que de MO, se diferenciaron hacia condroblastos y se observd una
mayor proporcion en la formacion de cartilago hialino con respecto al cartilago fibroso.
En el analisis morfologico de las CTMs se observaron células con caracteristicas
neurales, debido a ello se analiz6 la presencia de proteinas neuronales (Nestina,
NF200, MAP2, NeuN) y de astrocitos (PAGF) en los cultivos de las tres fuentes,
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ademas se evalud la capacidad para ser diferenciadas hacia células de linaje neural.
En todos los cultivos se observd la expresién de estas proteinas, tanto en ausencia
como en presencia de medio de induccién neural, lo cual demuestra la capacidad de ser
inducidas a células con caracteristicas neurales y ademas sugiere la existencia de una
subpoblacion mesenquimal con un potencial neural intrinseco. Los resultados
obtenidos demuestran la presencia de CTMs tanto en PL como en VCU, sin embargo
podemos decir que PL es una fuente mas adecuada, ya que presenta un porcentaje de
obtencion de CTMs igual al de MO y las caracteristicas biologicas de estas células son

muy similares en ambas fuentes.



l. INTRODUCCION

1. La Médula Osea

La Médula Osea (MO) ocupa las cavidades cilindricas de los huesos largos y los
intersticios esponjosos de las veértebras, costillas, esternon y los huesos planos del
craneo y la pelvis. Su masa total en un adulto es de 2,600 g aproximadamente (4-6%
del peso corporal). La irrigacion sanguinea tiene lugar a través de la pared 6sea. La
MO contiene amplios senos cuyo revestimiento parietal se compone de células
fagociticas (macréfagos); tienen por debajo una lamina basal llena de lagunas. Los
vasos sanguineos de la MO forman un sistema cerrado (Bloom y Fawcet, 1994).

Todas las células presentes en la sangre se derivan de una pequefia poblacion
de células troncales hematopoyéticas, las cuales se localizan en la MO. Las células
troncales originan células progenitoras que proliferan y maduran hacia los diferentes
linajes sanguineos. Las células sanguineas a distintos estadios de maduracion
constituyen el sistema hematopoyético y al proceso mediante el cual se forman todas
las células de la sangre se le denomina hematopoyesis (Figura 1). Debido a que las
células maduras presentes en la sangre periférica tienen una vida limitada, es necesaria
su constante produccion y para ello el sistema hematopoyético es capaz de regular los
procesos de expansion, compromiso, proliferacion y sobrevivencia de las células

hematopoyéticas (Till y McCulloch, 1980).

La MO cuenta con una red de células estromales (fibroblastos, macréfagos,
células endoteliales y adipocitos) y células accesorias (monocitos y linfocitos) que
producen citocinas y proteinas de matriz extracelular. En conjunto, estos elementos
conforman lo que se denomina como microambiente hematopoyético, en el cual las
células hematopoyéticas son capaces de proliferar y diferenciarse hacia los distintos
linajes sanguineos, mediante el contacto directo con las células estromales y por
influencia de las citocinas y matriz extracelular presentes en dicho microambiente
(Nicola, 1989; Mayani et al, 1992; Hubin et al, 2005; Panoskaltsis et al, 2005 Adams y
Scadden, 2006). Por lo tanto, se puede decir que la MO esta constituida por dos

sistemas: el hematopoyético y el estromal (Bianco et al, 2001).
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Figura 1. Sistema Hematopoyetico y Sistema Estromal presentes en la MO
(Modificado de Russell, 2005)

2. El Sistema Hematopoyético

Las células que forman el sistema hematopoyético se pueden agrupar en cuatro
compartimientos: EI primero de ellos corresponde a las Células Troncales
Hematopoyéticas (CTH), con capacidad de autorenovacion y de dar origen a todas las
células de la sangre durante la vida del individuo (McCulloch, 1993; Berardi et al, 1995);
éstas constituyen el 0.005% del total de células en la MO. El segundo compartimiento
corresponde a las Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH), incapaces de
autorenovarse y con caracteristicas de pluripotencialidad, bipotencialidad vy
monopotencialidad (Ogawa et al, 1983); en conjunto, las CPH constituyen el 0.15% de
las células de la MO. EIl tercer compartimiento comprende a las células precursoras
reconocibles por su morfologia y que corresponden a >99.5% de las células presentes
en la médula Oésea. Finalmente, las células maduras circulantes (cuarto
compartimiento), que representan el Ultimo estadio de diferenciacién de los elementos
hematopoyéticos. Este modelo de clasificacion indica que existe una jerarquia
hematopoyética, en donde las células troncales son los elementos mas primitivos que
dan lugar a la formacion de todos los constituyentes del sistema hematopoyético (Figura
2).

Existen, actualmente, diversos meétodos funcionales para la identificacion y
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cuantificacion de las CTH, uno de ellos es aquel que permite la identificacion de células
gue inician y mantienen la hematopoyesis in vitro a largo plazo, al ser cultivadas en
presencia de capas adherentes de células estromales que funcionan como soporte de
crecimiento. A estas células se les denomina Células Iniciadoras De Cultivos A Largo
Plazo (LTC-IC, por sus siglas en inglés; Figura 2), y se caracterizan por su capacidad
para generar CPH por periodos superiores a las 5 semanas de cultivo (Sutherland et al,
1990). En cuanto a las CPH, su identificacion y cuantificacion son realizadas por medio
de métodos mas sencillos; basicamente, a través de su capacidad para formar colonias
hematopoyéticas en cultivos semisolidos (metilcelulosa o agar), de ahi que sean

conocidas como células formadoras de colonias (CFC; Metcalf, 1977).
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Figura 2. Los cuatro compartimentos del Sistema Hematopoyético (Modificado de Reya et al, 2001)

3. El Sistema Estromal

Las células estromales son residentes permanentes de la MO y ademas de ser
un soporte fisico, sintetizan y secretan citocinas y moléculas que forman parte de la
matriz extracelular, necesarias para regular la autorenovacion, diferenciacion,

maduracion y migracion de las células hematopoyéticas (Mayani et al, 1992). Las
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células del estroma incluyen: células reticulares, células endoteliales, adipocitos,
osteoblastos (Russell, 1996) y macrofagos (Figura 3). Las células reticulares
(adventicias y fibroblasticas) representan el componente mas abundante tanto in vivo
como in vitro. Las células adventicias estan localizadas in vivo alrededor de los
sinusoides venosos y su papel principal es el de regular la migracién de las células
sanguineas maduras de la meédula a la circulacion. Por su parte, las células
fibroblasticas se encuentran en contacto directo con las células granulociticas
inmaduras; ademas tienen la capacidad de producir citocinas como Factor Estimulador
de Colonias de Macrofagos y Granulocitos (GM-CSF), Factor Estimulador de Colonias
de Granulocitos (G-CSF), Factor de Células Troncales (SCF), Interleucina 1 (IL-1),
Interleucina 6 (IL-6) y moléculas de la matriz extracelular como la colagena tipo | y lll 'y
fibronectina (Dorshkind, 1990; Deryugina y Muller-Sieburg, 1993; Mendoza et al, 1990).

Las células endoteliales son las encargadas de revestir a los vasos sanguineos
de la médula. Las células endoteliales se localizan en asociacion con otros tipos
celulares como los fibroblastos, los adipocitos, los megacariocitos maduros, las células
plasmaticas y las células hematopoyéticas, formando una interfase entre la circulacién y
el compartimento hematopoyético. Lo anterior sugiere que las células endoteliales
controlan los ultimos estadios de la hematopoyesis mediante interacciones celulares
directas y regulando la entrada de células maduras a la circulacion periférica. Estas
células también pueden regular la hematopoyesis a través de la produccion de

moléculas de la matriz extracelular como la colagena tipo 1V y la laminina (Rafii, 1994).

Otros tipos de células estromales son los adipocitos y los osteoblastos, los
primeros ocupan el mayor espacio de la médula 6sea de los mamiferos adultos (médula
amarilla) y se piensa que producen factores inhibidores de la hematopoyesis. En los
cultivos a largo plazo aparecen cuando los cultivos son avanzados y la hematopoyesis
declina (Mayani et al, 1992; Dorshkind, 1990). Por su parte los osteoblastos secretan
activamente la matriz del hueso y se ha demostrado que se localizan en regiones
cercanas a las células hematopoyéticas primitivas dentro de la cavidad medular.
Ademas son capaces de secretar algunas citocinas como el G-CSF, GM-CSF, Factor
Estimulador de Colonias de Macréfagos (M-CSF), IL-1, IL-6, Factor de Crecimiento
Transformante Beta (TGF-B) y Factor de Necrosis Tumoral (TNF-a; Ignotz y Massague,
1986; Hauschka et al, 1986).
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Los macréfagos son el segundo mayor componente celular del estroma y son las
Unicas células estromales de origen hematopoyético, se encuentran en tres sitios dentro
de la MO: como macrofagos centrales en islas eritroblasticas, sugiriendo que participan
en la maduracion eritroide; sobre la parte abluminal del sinusoide endotelial y dispersos

entre las células hematopoyéticas (Mayani et al, 1992).

Adipocitos,

Macréfagos Células Hematopoyencas
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Figura 3. Células del Sistema Estromal. Origen Mesenquimal: Adipocitos, Fibroblastos, Sinusoides,
Osteoblastos. Origen Hematopoyético: Macréfagos.

También esta presente la matriz extracelular que es una estructura altamente
organizada, compuesta de glicoproteinas, proteoglicanos y glucosaminoglicanos que
son secretadas por las células del estroma medular. Entre las funciones de la matriz se
incluyen: la mediacion de la unién celular, la union de factores de crecimiento y la
induccion de la autorenovacion y diferenciacion de las células hematopoyéticas
(Gordon, 1988). La adhesién de las células hematopoyéticas a las células del estroma
es importante para el control de la liberacién de las células maduras hacia la sangre.
Esta adhesion esta mediada por las moléculas de la matriz extracelular y por la
expresion de moléculas de adhesion por parte de las células hematopoyéticas (Blair y
Thomas, 1997).
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4. Células Troncales Mesenquimales.

Como hemos visto existen en la Médula Osea (MO) dos sistemas de manera
primordial (Figura 1), el sistema hematopoyético que es capaz de formar a todas las
células de la sangre (Figura 2) y el sistema estromal (Figura 3), el cual se ha definido de
manera tradicional como el soporte sobre el cual proliferan y se diferencian las células
hematopoyéticas (Deans y Moseley, 2000). Sin embargo este concepto se ha
modificado y en la actualidad se sabe que el sistema estromal esta conformado por
células troncales estromales o también denominadas Células Troncales Mesenquimales
(CTMs), que son capaces de originar a cada uno de los diferentes linajes celulares
diferenciados que se pueden distinguir en este sistema, como osteoblastos, adipocitos,

células endoteliales y fibroblastos estromales (Short, 2003).

Las CTMs son células clonogénicas que ademas de originar células del
mesodermo (osteoblastos, condrocitos, células endoteliales) se diferencian en células
ectodermales (células neuronales; Kassem, 2004) y endodermales (células pulmonares
y pancreaticas). Son adherentes, no fagociticas, con morfologia fibroblastoide y

capaces de mantener la mielopoyésis (Figura 4).

Tejido Cartilago
Adiposo

Figura 4. Capacidad de diferenciacion de las CTMs. Adipogénico (adipocitos), osteogénico (hueso) y
condrogeénico (cartilago).
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En 1869 Goujon fue el primero en reportar la presencia de células con potencial
osteogénico en MO de conejo (Goujon, 1869). Posteriormente, Friedenstein y cols. las
describieron en 1968 como aquellas con caracteristicas adherentes, clonogénicas, no
fagociticas y con capacidad de formar colonias de tipo fibroblastoide (definidas como
Unidades Formadoras de Colonias Fibroblasticas; CFU-F, por sus siglas en inglés) y
gue pueden ser aisladas de suspensiones celulares de médula 6sea de organismos
post-natales, al ser cultivadas en medio liquido a densidades celulares apropiadas (10*-
10° células/cm?). De hecho, estos investigadores encontraron que los CFU-Fs pueden
bajo condiciones experimentales adecuadas, dar lugar a la formacion de tejido
conectivo diferenciado en donde se incluye cartilago, hueso, tejido adiposo, tejido
fibroso y células adherentes capaces de mantener la mielopoyesis (Friedenstein, 1974).
El concepto de célula troncal mesenquimal fue propuesto por Maureen Owen y cols.

(Owen, 1988) basados en parte en los trabajos de Friedenstein.

Estudios sobre las CFU-Fs obtenidas a partir de aspirados de MO humana han
demostrado que se producen entre 1 y 20 de este tipo de colonias por cada 1 X 10°
células mononucleares sembradas (Castro-Malaspina et al, 1980; Simmons y Torok-
Storb, 1991). La proliferacién de CFU-F in vitro esta regulada por diferentes factores
como el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF; Owen, et al, 1987), el
factor de crecimiento epidermal (EGF; Gronthos y Simmons, 1995) y el Factor de
Crecimiento de Fibroblastos Basico-2 (FGF-2; Bianchi, 2003). De igual manera se han
detectado algunos inhibidores de la formacion de colonias de CFU-F, como el
Interferén-alfa (INF-a) e Interleucina-4 (IL-4) que bajo condiciones in vitro inhibieron la
formacién de colonias estimuladas por la combinacion de EGF y PDGF (Gronthos y
Simmons, 1995; Wang et al, 1990).

Por otra parte, un aspecto importante es la localizacion anatdmica de las células
mesenquimales en la médula 6sea. Algunos estudios sugieren que este tipo de células
se localizan en las paredes de la red vascular sanguinea de la médula 6sea, dado que
se ha demostrado que las CFU-F obtenidas expresan Actina de Musculo Liso alfa (a-
SMA; Gronthos et al, 2003), y las células capaces de expresar esta proteina se limitan a
los pericitos capilares, a las células que revisten la superficie del endosteo y a las
células de musculo liso vascular de las arterias medulares. En contraparte esta
proteina no se ha detectado en las células reticulares de los nichos hematopoyéticos,

13



en adipocitos o células endoteliales vasculares (Bianco et al, 2001). De igual forma en
células mesenquimales cultivadas se han detectado proteinas adicionales
caracteristicas de pericitos y células de musculo liso, tales como h-caldesmon,
metavinculina, calponina y las cadenas pesadas de miosina de musculo liso (Galmiche
et al, 1993).

Como ya se menciono la fuente principal para obtener CTMs es la MO. El
material de inicio consiste en aspirados de MO obtenidos de donadores normales, los
cuales son utilizados para el transplante alogénico de MO. Después de obtener y
sembrar células mononucleares de dichos aspirados en un medio basal suplementado
con suero fetal bovino (Prockop, 1997; Conget et al 1999); la poblacion en desarrollo de
células adherentes es considerada la fuente primaria ex vivo de CTMs. No existe un
procedimiento experimental Unico para la separacion de estas células y la mayoria de
los laboratorios se han basado en la adherencia, autorenovacion y capacidad de

diferenciacion multipotencial (hueso/adiposo/cartilago).

En un microscopio de luz o de contraste de fases los cultivos de CTMs muestran
una poblacion homogénea de células fibroblastoides (Castro-Malaspina et al 1980;
Friedstein et al 1976). Los estudios de ciclo celular revelan que aunque una pequefia
fraccion de estas células estan activamente comprometidas con la proliferacion, la
mayoria de las células se encuentran estacionadas en la fase Go/G; del ciclo celular
(Conget et al, 1999). Aunque no se ha determinado el largo de los telomeros en cada
célula, el alto porcentaje de células en la fase Go/G; sugieren una alta capacidad de
diferenciacion de las CTMs (Tamir et al, 2000). Mas aun la poblacién Go/G; de CTMs
incluye una subpoblacion de células quiescentes que se evidencian por el contenido de
ARN y ADN (Conget et al, 1999) o por el andlisis de tamafio y granularidad por medio
de citometria de flujo (Colter et al, 2000).

Después del subcultivo, las CTMs muestran un gran potencial de expansion no
obstante este presenta alta variabilidad. Aunque algunas preparaciones pueden ser
expandidas a traves de 15 doblajes celulares (Bruder et al, 1998; Digirolamo et al, 1999;
Phinney et al, 1999), otras cesan la replicacion después de cuatro doblajes celulares
aproximadamente. La naturaleza de este conflicto puede tener origen en varias

determinantes, en el procedimiento usado para extraer la médula (Bruder et al, 1998;
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Digirolamo et al, 1999, Phinney et al, 1999; Blazek et al, 1999), la baja frecuencia de
CTMs en los aspirados de médula (Pittenger et al, 1999) y la edad o condicién del
donador del cual se preparan las CTMs (Bruder et al, 1998; Galotto et al, 1999). A
pesar del alto potencial de expansion in vitro, las CTMs no pierden (después de
subcultivo moderado) su cariotipo normal y actividad de telomerasa (Pittenger et al,
1999). Sin embargo, el subcultivo extensivo perjudica la funcion celular por el comienzo
de evidentes sefales de senescencia (Digirolamo et al, 1999) y/o apoptosis (Conget et
al, 1999).

A la fecha no existe una definicion inmunofenotipica que se considere como
universal para las CTMs, es decir de manera anéloga a la expresiéon del antigeno CD34
en las células troncales hematopoyéticas.  Algunos estudios sefalan que el
enriquecimiento de CFU-F se asocia a varios marcadores entre los que se encuentran
Thy-1 (CD90), CD44, CD49a, CD10, CD146 y de acuerdo a su respuesta a factores de
crecimiento los receptores para PDGF, EGF, Factor de Crecimiento Parecido a Insulina
1 (IGF-1) y Factor de Crecimiento Neural (NGF; Simmons et al, 1994; Gronthos y
Simmons, 1995; Filshie et al, 1998; Deschaseaux y Charbord, 2000). Anticuerpos
adicionales han sido utilizados para identificar a las células mesenquimales, tal es el
caso de SH2 que reconoce un epitope de endoglina (CD105), el receptor Il de TGFp
presente en las células endoteliales, eritroblastos, monocitos y células estromales de
tejido conectivo (Majumdar et al, 2000a). Los anticuerpos SH3 y SH4 que identifican
epitopes del antigeno CD73, una molécula involucrada en la activacion de las células B
(Barry et al, 2001).

Aun a pesar de que se han identificado diferentes marcadores presentes en la
células mesenquimales, es dificil establecer un inmunofenotipo caracteristico de la
mismas, sin embargo la Sociedad Internacional de Terapia Celular ha postulado
algunos criterios minimos para definir a las CTMs humanas, como la expresion de los
antigenos de superficie CD105, CD73 y CD90 y la ausencia de CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD79a, CD19 y HLA-DR, ademas de su capacidad para diferenciarse a
osteoblastos, adipocitos y condroblastos in vitro (Dominici et al, 2006).

Por otra parte, se ha demostrado la utilidad de los cultivos estromales para el
soporte de la expansion de las células hematopoyéticas in vitro (Majumdar et al, 1998).
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Asimismo, también se ha demostrado que las células mesenquimales por si mismas
son capaces de incrementar la proliferacion y expansion de CTH y CPH in vitro
mediante la produccion de citocinas que actian de manera temprana para mantener a
las células troncales hematopoyéticas en un estado de quiescencia o0 de
autorenovacion mas que de diferenciacion tales como SCF, Factor Inhibidor de
Leucemia (LIF), Factor Derivado del Estroma (SDF-1), Oncostatina M (OSM), Proteina
Morfogenética Osea (BMP-4), el Ligando del Receptor Flt-3 y TGF-B (Haynesworth et
al, 1996; Majumdar et al, 1998 y Majumdar et al 2000b). Ademas éstas células son
capaces de producir interleucinas como IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 e IL-15 (Azizi
et al, 1998) y receptores para citocinas como IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R,
Interferon-yR, TNF-aRI y Il y el receptor para transferrina (Azizi et al, 1998; Pittenger et
al, 1999).

Ademas de proveer el contacto critico célula-célula y producir factores de
crecimiento para la hematopoyesis, las CTMs también atraen células troncales
hematopoyéticas injertadas hacia la MO, induciendo los receptores de homing (Blair y
Thomas, 1997). En animales sanos, las CTMs son capaces de migrar a otros tejidos
ademas de la MO (Francois et al, 2006). Diversos experimentos in vitro han
demostrado que la migracion de CTMs esta regulada por SDF-1/CXCR4 y el complejo
formado por el Factor de Crecimiento de Hepatocitos (HGF) y c-Met e involucra a las

metaloproteinasas de matriz (Son et al, 2006).

Como poblacién, las CTMs derivadas de MO han demostrado tener un
significativo pero altamente variable potencial de autorenovacion durante su
propagacion serial in vitro (Bruder et al, 1997; Colter et al, 2000). Se ha demostrado
gue las CFU-Fs no ciclan in vivo (Friedenstein et al, 1974), y la entrada de estas a ciclo
celular y subsecuente desarrollo en colonias depende de los factores de crecimiento
(Castro-Malaspina et al, 1980). Los doblajes de poblaciéon mas altos se han conseguido
como consecuencia de la adiciéon de factores de crecimiento especificos (FGF-2) al
medio de cultivo basal (Bianchi et al, 2003). La densidad de siembra también juega un
papel importante en la capacidad de expansion de las células mesenquimales. A menor
densidad de plagueo mayor expansion (Colter et al, 2000). Los trabajos realizados
sugieren que las CTMs y sus clones son heterogéneos con respecto a su capacidad de

autorenovacion (Bianco et al, 2001).
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El LIF (Jiang et al, 2002; Metcalf et al, 2003), el FGF-2 (Tsutsumi et al, 2001;
Zaragozi et al, 2006) y el homdlogo mamifero de Drosophila Wingless (Wnts; Kleber,
2004; Boland et al, 2004) entre otros, han sido implicados en el mantenimiento de la
troncalidad de las CTMs. Se ha demostrado su papel en la autorenovacion,
mantenimiento del tejido embrionario mesenquimal no diferenciado (Kolf et al, 2007).
LIF es una citocina pleiotropica que mantiene el estado troncal de las CTMs (Jiang et al,
2002) y también activa y reprime la diferenciacion osteoblastica y osteoclastica
(Heymann y Reuselle, 2000). ElI FGF2 mantiene el estado troncal de las CTMs
(Tsutsumi et al, 2001) y en presencia de Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%, prolonga el
periodo de vida de aquellas derivadas de MO a mas de 70 doblajes poblacionales y
mantiene su potencial de diferenciacion hasta 50 doblajes (Bianchi et al, 2003). Esto
sugiere que el FGF-2 selecciona preferencialmente la sobrevivencia de una
subpoblacion de células con alto potencial de autorenovacion. El tratamiento con
Wnt3a incrementa la proliferacion de las CTMs adultas e inhibe la diferenciacion
osteogénica (Boland et al, 2004). Se ha sugerido que la B-catenina esta involucrada en
la regulacion de la autorenovacion por medio de Wnt. Las CTMs expresan los
marcadores genéticos de células troncales embrionarias Oct-4 (involucrado tanto en el
mantenimiento de la capacidad de regeneraciéon como del estado de troncalidad de las
células troncales; Matikainen y Laine, 2005, Barry et al, 2005), Sox-2 (implicado en el
desarrollo embrionario temprano y el mantenimiento del estado de no diferenciacion de
las células troncales; Zhang et al, 2005; Erices et al, 2000; Thellin et al, 2000; Zhang et
al, 2004; Niyibizi et al, 2004) y Rex-1 (comprometido en el funcionamiento de las células

troncales Izadpanah et al, 2006).

Las colonias individuales derivadas de una sola CTM precursora han sido
reportadas como heterogéneas en términos de potencial de linaje. Pittenger y cols.
publicaron que un tercio de los clones de CTMs derivadas de MO son pluripotentes
(osteogénicas/condrogénicas/adipogénicas; Pittenger et al, 1999). En otro estudio,
Muraglia y cols. demostraron que el 30% de los clones celulares derivados de CTMs in
vitro exhibieron un potencial de diferenciacion tri-linaje
(osteogénico/condrogénico/adipogénico), mientras que el resto mostré un potencial bi-
linaje (osteogénico/condrogénico) o uni-linaje (osteogénico; Muraglia et al, 2000).
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Asimismo, Kuznetsov y cols. publicaron que solo el 58% de los clones derivados
de una sola colonia tienen la capacidad de formar hueso en capsulas de ceramica con
fosfato hidroxiapatita de calcio, después de la implantacion en ratones
inmunodeficientes (Kuznetsov et al, 1997). Todos estos resultados demuestran que las
CTMs clonalmente derivadas son heterogéneas con respecto a su potencial de
desarrollo. El enriquecimiento de una poblacion inicial de CTMs mas homogénea,
particularmente aquellas que tienen un potencial de diferenciacion de multilinaje, puede
también prolongar el periodo de vida de las células mesenquimales en la expansion in
vitro (Baksh et al, 2004).

Baksh y cols. proponen un modelo para la regulacion de la diferenciacion de una
célula troncal, que incorpora 2 compartimentos distintos pero continuos. En el primer
compartimento las CTMs entran en modificacion transcripcional, generando células sin
aparentes cambios en fenotipo y capacidad de autorenovacion. Similares a CTMs
residentes en MO adulta, la mayoria de las células mesenquimales cultivadas in vitro,
permanecen indiferenciadas hasta que son estimuladas. Bajo estimulacién, las CTMs
multipotentes entran en division asimétrica, dando origen a dos células hijas, una es la
replica exacta de la célula madre y mantiene el potencial de multilinaje, y la otra se
convierte en una célula precursora que continua dividiéndose simétricamente
generando mas células precursoras. Estas células precursoras son morfolégicamente
similares a las CTMs multipotentes pero difieren en su transcripcion de genes
(repertorio). Las progresion de CTMs a precursoras es considerada el primer paso en
el compromiso de las células troncales. La transicion o salida del “compartimento de
células troncales” al “compartimento del compromiso” ocurre cuando las células
precursoras contindan dividiéndose simétricamente para generar células progenitoras
unipotentes, simultdneamente con la adquisicion de propiedades de linaje especifico,
convirtiéndose en células completamente maduras y comprometidas con fenotipo
distinguible (Baksh et al, 2004).

El compromiso y diferenciacion de las CTMs a tipos celulares maduros
especificos es un proceso temporal altamente controlado que involucra la actividad de
factores de trascripcion, citocinas, factores de crecimiento y moléculas de matriz
extracelular. Hay varios factores esenciales para el compromiso de una CTM. Entre

ellos, moléculas secretadas y sus receptores (TGF-B), matriz extracelular (colagenos y
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proteoglicanos), actina de citoesqueleto y factores de trascripcion intracelular
(Cbfa1/Rnux2, PPARYy, Sox9 y MEF2) juegan importantes papeles en el compromiso de
las CTMs en linajes especificos y el mantenimiento de sus fenotipos diferenciados
(Olsen et al, 2000; Waddington et al, 2003; McBeath et al, 2004; Harada y Rodan,
2003).

Se ha propuesto que los osteoblastos, condrocitos y adipocitos derivados de
CTMs pueden cambiar su fenotipo a otros linajes mesenquimales en respuesta a
estimulos extracelulares especificos (Song y Tuan, 2004). Durante este proceso, se
observa proliferacion extensiva y las células comprometidas pierden su fenotipo de
linaje especifico, antes de asumir un estado similar a las células troncales primitivas
tanto en morfologia como en funcion. Por lo tanto, bajo induccion estas células
“desdiferenciadas” son capaces de adquirir un nuevo fenotipo indiferenciado, esto es,
entran en rediferenciacion. De este modo se puede concluir que tanto células
progenitoras pre-comprometidas y completamente diferenciadas mantienen la
multipotencialidad y que su plasticidad durante el “cambio fenotipico” puede ser
preservada durante la diferenciacion y ser readquirida bajo circunstancias definidas y
microambiente apropiado como la reparacion y regeneracion de tejido (Baskh et al,
2004).

Otro mecanismo biolégico que se ha propuesto pueden llevar a cabo las CTMs,
es la transdiferenciacion, el cual se considera un proceso donde un tipo celular
comprometido y en progreso hacia un linaje especifico, cambia a otro tipo celular a
través de una reprogramacion genética y por tanto se da un cambio fenotipico de un
tipo celular diferenciado a otro. Sin embargo, se dice que puede existir la posibilidad de
contaminacién de progenitores celulares y/o fusion celular. No obstante, Song y Tuan
demostraron que las CTMs humanas completamente diferenciadas son capaces de
desdiferenciacion y transdiferenciacion en células de otro linaje a nivel de una sola
célula (Song y Tuan, 2004). Varias lineas de evidencia sugieren la existencia de un
potencial de transdiferenciacion en células troncales adultas de mamiferos, otros
hallazgos sugieren que se trata de fusion celular (Terada et al, 2002; Ying et al, 2002) y
heterogeneidad celular (Verfaille, 2002; Orkin y Zen, 2002). Se ha sugerido que la
regulacion de la desdiferenciacién y transdiferenciacion puede jugar un importante

papel en el desarrollo, mantenimiento y regeneracion de tejido en mamiferos (Song y

19



Tuan, 2004). Asi, se ha demostrado que las CTMs humanas que han sido pre-
comprometidas a un linaje mesenquimal pueden transdiferenciarse en otros tipos
celulares y que células completamente diferenciadas pueden tener una mayor
plasticidad de la que se creia (Song y Tuan, 2004). Con esta propiedad se puede
requerir modificar el modelo jerarquico de diferenciacion celular para incluir rutas de

transdiferenciacion y diferenciacion (Eisenberg y Eisenberg, 2003).

Por otra parte, también se han realizado estudios relacionados con la capacidad
de inmunosupresion de las CTMs. Asi se ha demostrado que las CTMs suprimen
muchas de las funciones de las células T, B, NK y células dendriticas (DC, por sus
siglas en inglés) y son pobremente reconocidas por los huéspedes HLA incompatibles.
Ademas, los efectos de las CTMs en el sistema inmune pueden ser profundamente
influenciados no solo por las interacciones celulares, sino también por factores
ambientales que dan forma a su fenotipo y funciones (Ucelli et al, 2006; Chan et al,
2006; Nauta et al, 2006; Eliopoulos et al, 2005). Varias moléculas involucradas en la
sinapsis del nicho de CTH (Wilson y Trump, 2006) como Gal-1, angiopoyetina-1,
osteopontina y trombospondina-1 y 2 son altamente expresadas por las células

mesenquimales que muestran capacidad inmunomodulatoria (Pedemonte et al, 2007).

Las CTMs pueden producir una variedad de factores de crecimiento, citocinas,
guimiocinas y proteasas que parecen jugar un papel en las funciones
inmunomodulatorias y/o de migracion (Caplan y Dennis, 2006; Kim et al, 2005; Son et
al, 2006). Las CTMs expresan un patron restringido de receptores de quimiocinas,
incluyendo CXCR4, permitiéndoles migrar a los tejidos bajo atractores quimiotacticos
especificos (Honczarenko et al, 2006; Ji et al ,2004; Lee et al, 2006; Sordi et al, 2005).
Estas caracteristicas parecen ser la base del homing de CTMs a multiples 6rganos
donde entran a un programa de diferenciacion en tejido especifico (Liechty et al, 2000).
Las CTMs estan profundamente influenciadas por factores microambientales y pueden
responder a algunas citocinas inflamatorias como IL-13 (Groh et al, 2005), IL-7 (Huang
et al, 2006) e IFN-y, todas capaces de afectar de forma significativa su funcion
(Krampera et al, 2006; Figura 5). Bajo ciertas circunstancias el IFN-y parece potenciar
la actividad inmunosupresora de CTMs humanas (Krampera et al, 2006) y en otros
casos puede inducir a las CTMs a actuar como Células Presentadoras de Antigeno

(APC, por sus siglas en inglés) no convencionales (Chan et al, 2006; Stagg et al, 2006).
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Los experimentos in vivo e in vitro sugieren que el comportamiento funcional de las
CTMs es resultado del efecto combinado de factores solubles y mecanismos mediados
por el contacto celular.

Las CTMs pueden inhibir la proliferacion de células T que han sido cultivadas en
reacciones mixtas de linfocitos (MLR) o estimuladas por activadores policlonados
(DiNicola et al, 2002) y transplantadas in vivo pueden prolongar el injerto de piel en
primates no humanos (Bartholomew et al, 2002). La supresion de la proliferacion de las
células T no requiere restriccion de Moléculas de Histocompatibilidad (MHC) y puede
ser mediada por las CTMs alogénicas (Krampera et al, 2003; LeBlanc et al, 2003).
Experimentos in vitro demostraron que las CTMs humanas pueden inducir la generacion
de células T CD4" con un fenotipo regulador (Treg; Aggarwal y Pittenger, 2005;
Maccario et al, 2005). Mdltiples experimentos han demostrado que las CTMs inhiben la
proliferacion de linfocitos B, debido al contacto fisico entre las CTMs y las células By en
parte a factores solubles secretados por las CTMs en el sobrenadante del cultivo
(Glennie et al, 2005; Augello et al, 2005; Figura 5). Asimismo, se ha publicado que la
proliferacion de las células NK es inhibida por las CTMs (Krampera et al, 2006;
Sotiropoulou et al 2006; Spaggiari et al 2006) y este efecto parcial inhibitorio de las
CTMs en el potencial citolitico de las células NK, se observa sobre células blanco que
son menos susceptibles a la lisis mediada por células NK (HLA clase 1*) que las HLA
clase I No obstante, las CTMs son altamente susceptibles a la lisis por células NK

activadas por IL-2 (Sotiropoulou et al 2006; Spaggiari et al 2006; Poggi et al, 2005).
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Figura 5. Efectos de las CTMs en las células del sistema inmune (modificado de Nauta y Fibbe, 2007)
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El efecto modulatorio de las CTMs en la respuesta inmune puede afectar la
funcién de las DC y generar células presentadoras de antigeno tolerogénicas, e inhiben
la maduracién de DC mieloides derivadas de monocitos (Maccario et al, 2005; Beyth et
al, 2005; Jiang et al, 2005; Zhang et al, 2004). EI mecanismo de inhibicion de
diferenciacion y funcion de las DC mediado por CTMs parece ser mediado por factores
solubles (Aggarwal y Pittenger, 2005; Jiang et al, 2005). La inhibicién de la proliferacion
de linfocitos por CTMs, no es un resultado exclusivo de supresion directa sobre células
T, sino también puede estar relacionada a un efecto inhibitorio en la maduracion,

activacion y presentacion de antigenos en DC (Ramasamy et al, 2007; Figura 5).

Por otra parte, se ha observado que cuando se introducen CTMs alogénicas en
receptores incompatibles estas migran a un amplio rango de tejidos y persisten en el
huésped (Liechty et al, 2000; Devine et al, 2003). La introduccion intravenosa de CTMs
en humanos ha llevado a resultados alentadores en diferentes enfermedades,
incluyendo la enfermedad de injerto contra huésped (LeBlanc et al, 2004), cancer de
mama (Koc et al, 2000), osteogénesis imperfecta (Horwitz et al, 2002), leucodistrofia
metacromatica y sindrome de Hurler (Koc et al, 2002), enfermedades hematoldgicas
(Lazarus et al, 2005) y embolias (Bang et al, 2005). No obstante, en algunos casos se
ha observado que la administracion de CTMs alogénicas en huéspedes incompatibles
resulta en el rechazo de estas células (Eliopoulos et al, 2005), e incluso que la
administracion de CTMs alogénicas en ratones que reciben transplante de MO
alogénica no previene el rechazo tan eficientemente como en los ratones infusionados

con CTMs aut6logas (Nauta et al, 2006).

A pesar de los prometedores resultados, el uso clinico de CTMs en
enfermedades inmunes requiere datos pre-clinicos y también deben tomarse en
consideracion los mecanismos inmunolégicos especificos de la enfermedad, asi como
los factores ambientales que pueden afectar significativamente la propiedades
biologicas de las CTMs (Ucelli et al, 2006).
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5. Aplicacion Clinica de las CTMs

Las Células Troncales Mesenquimales (CTMs) han despertado gran interés
porque son obtenidas de un pequefio aspirado de Médula Osea (MO) y pueden ser
expandidas hasta 50 doblajes poblacionales en 10 semanas aproximadamente.
Actualmente se esta probando el potencial de estas células para uso en terapia celular
y génica en diferentes enfermedades (Figura 6). Sin embargo, aun hay poca
informacion de su origen, multipotencialidad y localizacion anatémica. No obstante, se
sabe que las CTMs tienen un alto potencial de expansion, estabilidad genética, pueden
ser facilmente colectadas y llevadas del laboratorio al paciente (Giordano et al, 2007).
Ademas son capaces de migrar a sitios en los cuales hay dafio de tejido y tienen fuertes
propiedades inmunosupresoras que pueden ser explotadas para transplantes autélogos
y heterdlogos exitosos (LeBlanc y Pittenger, 2005). A continuacién se mencionan
algunas patologias en las cuales se han empleado las CTMs para favorecer la

recuperacion de los pacientes.
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Figura 6. Aplicacion clinica de las CTMs. Las células mesenquimales pueden diferenciarse hacia células
de origen endodermico (higado), mesodérmico (musculo, cartilago, células cardiacas, hueso) y
ectodérmico (neuronas); por lo que pueden utilizarse en el tratamiento de diversas enfermedades.
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Patologias hematoldgicas.

El transplante de Células Troncales Hematopoyéticas (CTH) alogénicas puede
ser una terapia efectiva para muchas patologias hematolégicas. Sin embargo, puede
haber un numero de problemas relacionados al tratamiento, como infecciones,
hemorragias, falla de injerto y la enfermedad de injerto contra huésped (Armitage, 1994;
Tabbara et al, 2002). Las CTMs han demostrado tener propiedades inmunosupresoras
y prevenir el rechazo de injerto de piel (DiNicola et al, 2002; LeBlanc y Pittenger, 2005).
Ademas producen citocinas que pueden mantener la hematopoyesis y aceleran la
recuperacion de la MO después de quimio y/o radioterapia (Koc y Lazarus, 2001,
LeBlanc y Pittenger, 2005). Como ejemplo de esto ultimo, podemos mencionar el caso
de una mujer de 68 afios con anemia aplasica idiopatica severa en su fase terminal y
gue rechazd todos los tratamientos anteriores. Se tomdé una biopsia de MO y su
analisis indic6 que no habia tejido hematopoyético, hemorragia intersticial, edema,
necrosis adipocitica o de células estromales. La paciente recibi6 un transplante
alogénico de CTMs y posterior a ello, la mayoria de los trastornos mencionados
desaparecieron, aunque no hubo recuperacion del tejido hematopoyético. Asi, las
CTMs alogénicas, pueden ser introducidas con seguridad sin inducir ningun efecto
adverso y/o enfermedad de injerto contra huésped. De hecho, algunos estudios
sugieren que el co transplante de CTH y CTMs, pueden producir efectos benéficos en
pacientes que sufren patologias hematoldgicas (Fouillard et al, 2003).

En otro estudio una joven de 20 afios con leucemia mieloide, recibié un
transplante de CTH y CTMs alogénicas de su padre haploidéntico. Las CTMs fueron
expandidas in vitro y se administraron después del transplante de CTH CD34"
purificadas. La paciente mostré injerto rdpidamente y no mostré enfermedad de injerto
contra huésped (EICH) aguda o crénica. Sin embargo los estudios quiméricos de MO
mostraron en un seguimiento de varios meses después del transplante, que el origen de
las CTMs era 100% del receptor, sugiriendo que las CTMs no injertaron. Asi, los
efectos benéficos de la coinfusion de CTMs aun no se pueden explicar claramente (Lee
et al, 2002).

De igual manera en otro estudio Lazarus y cols. eligieron 56 pacientes que
habian recibido terapia mieloablativa y que habian respondido al tratamiento o que no

presentaban ningun progreso de la enfermedad. Se obtuvieron CTMs y CTH de
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hermanos con HLA idénticos. Las CTMs fueron expandidas in vitro y fueron
administradas, en dosis escalonadas, 4 horas antes de recibir el transplante de CTH.
Estos pacientes presentaron una pronta recuperacion hematopoyética y 23 de los 46
pacientes que participaron en todas las fases del estudio, no desarrollaron EICH,
aunque 11 pacientes mostraron recaida a largo plazo (Lazarus et al, 2005). Esto
demostré que introducir CTMs, expandidas in vitro, junto con CTH es un procedimiento
seguro que puede reducir las secuelas del transplante y favorecer la recuperacion de la

MO después del tratamiento mieloablativo (Lazarus et al, 2005).

Enfermedades del corazon.

La perdida de cardiomiocitos que sigue al infarto al miocardio, induce una
disfuncion contractil del corazén y muerte de células de musculo cardiaco que son
reemplazadas por fibroblastos que forman una cicatriz (Ambrose, 2006). Se ha
demostrado que la inyeccion intracoronaria de MO completa o0 de CTMs puede
representar un método simple y exitoso para el tratamiento de enfermedades del
corazon. Con referencia a esto Strauer y cols. reclutaron a 20 pacientes que habian
sufrido de infarto transmural. Después de una cateterizacion derecha e izquierda,
angiografia coronaria y ventriculografia izquierda, los pacientes recibieron una
angiografia con un catéter tipo balén e implantacion. Después de 5-9 dias del infarto se
realiz6 un aspirado de MO del ileo de 10 pacientes y se obtuvieron las Células
Mononucleares (CMN), las cuales fueron transplantadas en la regién infartada.
Después de 3 meses, la circunferencia de la region infartada disminuyo
significativamente, asi como el porcentaje de segmentos hipocinéticos, acinéticos y
discinéticos (Strauer et al, 2002).

De igual forma Chen y sus cols. realizaron un estudio con terapia celular en
pacientes con infarto agudo al miocardio. Seleccionaron 69 pacientes a los que se les
realizd angioplastia o angiografia de emergencia en las 12 horas siguientes al infarto.
Se realizé un aspirado de 60 ml de MO después de la Intervencion Coronaria
Percutanea (PCI, por sus siglas en inglés) y se cultivaron las CMN por 10 dias para
obtener CTMs. Se ocluyo la arteria relacionada al infarto en el borde proximal de la
angioplastia previa y se inyectaron las CTMs en la arteria coronaria blanco. El

porcentaje de segmentos hipocinéticos, acinéticos y discinéticos disminuyd después de
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3 meses. La velocidad en el movimiento de la pared en el area infartada se incremento

significativamente al igual que la eyeccion ventricular izquierda (Chen at al, 2004).

Para su ensayo BOOST (con refuerzo) al azar, Wollert y cols reclutaron 60
pacientes que sufrieron de infarto agudo al miocardio. Después de la PCI se colectaron
células nucleadas de MO y después de 4-8 dias de la PCI, se inyectaron en la arteria
infartada con un catéter balon. Después de 6 meses del transplante, los pacientes
presentaron un incremento en la eyeccion ventricular izquierda y en el movimiento
sistélico de la pared. Segun los autores, las células de MO autdloga pueden ser usadas
para aumentar la recuperacion funcional ventricular izquierda en pacientes que tuvieron
infarto agudo al corazon (Wollert et al, 2004). Este estudio demuestra que la terapia
celular con células troncales de MO es factible, segura y puede contribuir a la

regeneracion del tejido al miocardio después del infarto.

Segun Katritsis y cols, las CMN provenientes de MO si contribuyen al
mejoramiento de la contractilidad del area infartada del corazon, sin embargo, aunque la
administracion de estas células no purificadas evita los problemas que conlleva la
expansion celular in vitro, estas contienen solo un pequefio porcentaje de células
pluripotentes diluidas en una gran cantidad de células ya comprometidas y
diferenciadas (Katritsis et al, 2005).

Se ha demostrado que el transplante de CTMs tiene un papel anti-inflamatorio,
ya que se ha observado la disminucion en la expresion de los genes de citocinas
inflamatorias TNF-a, IL-1B e IL-6 (Guo et al, 2007). Ademéas inhibe la deposicién de
colageno | y lll asi como la expresion de genes y proteinas de metaloproteinasas de
matriz (Xu et al, 2005). Estas observaciones confirman que los mecanismos paracrinos
de las CTMs, son responsables de potenciar la sobrevivencia de los miocitos existentes.
Por otro lado, las CTMs pueden ser estimuladas a diferenciarse hacia células
endoteliales que participan en el desarrollo de nuevos vasos sanguineos y

cardiomiocitos en el tejido isquémico.

Osteogénesis imperfecta.
La Osteogénesis Imperfecta (Ol) es una enfermedad caracterizada por la

produccion de colageno | defectuoso (la proteina principal del hueso). Los pacientes
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tienen fracturas dolorosas, retardo en el crecimiento de huesos, asi como deformacion
progresiva. En experimentos preclinicos llevados a cabo en modelos animales, las
CTMs transplantadas migraron y se incorporaron en el hueso y el masculo de los
animales receptores (Pereira et al, 1995; Ferrari et al, 1998; Onyia et al, 1998). Horwitz
y cols. demostraron que los transplantes de CTMs pueden ser Utiles para corregir los
defectos asociados a la Ol. Las CTMs de la MO transplantada pueden migrar a los
huesos en nifios con Ol y dar origen a osteoblastos, lo que determina mejoria en la
estructura 6sea (Horwitz et al, 1999). Un estudio en nifios con Ol severa tipo lll, revelo
una aceleracion en el crecimiento 6 meses después del transplante de CTMs y aunque
el crecimiento siguio siendo lento, fue mas acelerado que antes del transplante. Los
efectos positivos fueron atribuidos a la integracién de células competentes del donador

al linaje osteoblastico de los huesos en desarrollo (Horwitz et al, 2001).

Sindrome de Hurler y Leucodistrofia metacromatica.

El sindrome de Hurler es una forma severa de mucopolisacaridosis, una
enfermedad inherente autosomal recesiva, en donde la deficiencia de a-L-iduronidasa
resulta en la acumulacion de heparan sulfato y dermatan sulfato en los lisosomas. Los
pacientes muestran hepatoesplenomegalia progresiva, falla cardiaca, enfermedades de
los masculos, hidrocefalia y retardo mental. Estos sintomas llevan a la muerte durante

la infancia (Peters et al, 1998).

La leucodistrofia metacromética es una enfermedad autosomal recesiva debido a
la deficiencia de arisulfatasa A que produce una acumulacion de sulfatidas, lo cual
causa desmielinizacion del sistema nervioso central y periférico, esto causa tetraplegia,
espasmos, retardo mental y ausencia total o parcial de movimiento voluntario (Koc et al,
2002; Gieselmann, 2003).

Koc y cols administraron CTMs alogénicas en pacientes que sufrian sindrome de
Hurler y leucodistrofia metacromatica. Después del implante las CTMs pudieron migrar
y diferenciarse en tejidos como hueso, cartilago, sistema nervioso y periférico y reparar
estos tejidos (Koc et al, 2002).

Seis pacientes con Sindrome de Hurler y cinco con leucodistrofia metacromatica,

gue previamente habian recibido transplante de MO exitoso de hermanos con HLA
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idéntico fueron elegidos para transplante de CTMs. Estas fueron expandidas en cultivo
e introducidas via intravenosa. No se observo toxicidad relacionada a la administracion
celular. En cuatro pacientes con leucodistrofia metacromatica hubo una mejoria
significativa en la velocidad de conduccion de los nervios. Sin embargo, no se
presentaron cambios clinicos aparentes tales como mejoria significativa en el estado
mental o de la condicién fisica. Por lo anterior, los autores concluyeron que se
requieren evaluaciones posteriores para definir si el transplante de CTMs es efectivo en

el tratamiento de la mucopolisacaridosis (Koc et al, 2002).

Enfermedades neuroldgicas.

El transplante de CTMs de MO en roedores disminuye el déficit funcional en
varias enfermedades del Sistema Nervioso Central (SNC) y en las lesiones de la
médula espinal (Deng et al, 2006; Wislet-Gendebien et al, 2005; Tseng et al, 2007;
Tropel et al, 2006). Las CTMs pueden ser inducidas a formar células neuronales
funcionales, las cuales son transplantadas a modelos animales con desordenes
neurodegenerativos, incluyendo la enfermedad de Parkinson e isquemia cerebral,
resultando en la integracion exitosa de las células transplantadas y una mejoria en los
animales receptores (Dezawa et al, 2005). Estas observaciones han generado interés
en el potencial uso de CTMs para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
y traumas. Asi, en un estudio se reclutaron 21 pacientes con dafio completo en la
médula espinal (SCI, por sus siglas en inglés), los cuales recibieron transplante de
células de MO autéloga de 10 a 467 dias después del trauma que causo la lesion
(Sykova et al, 2006). Las células se administraron via intravenosa e intra-arterial en
grupos de pacientes agudos (10-30 dias post-SCI, n=7) y cronicos (2-17 meses post-
SCI, n=13). Se observé una mejoria en las funciones motoras y/o sensoriales en los 3
meses siguientes en 5 de 6 pacientes que recibieron una aplicacion intra-arteria, en 5
de 7 pacientes agudos y en 1 de 13 pacientes cronicos. Se observo que el transplante
en las 3-4 semanas siguientes a la lesion, parece jugar un papel importante en la
recuperacion. Aunque no se puede confirmar que los efectos benéficos observados son
completamente debidos a la terapia celular, el transplante de MO parece ser seguro ya

gue se realizo el seguimiento a 11 pacientes por mas de 2 afios (Sykova et al, 2006).

Por otro lado, en un modelo de rata 6-hidroxidopamina (6-OHDA por sus siglas

en inglés) con enfermedad de Parkinson las CTMs transplantadas injertaron mejor en el
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lado lesionado con 6-OHDA que en el lado sin lesion. Estas migraron a traves del
cuerpo calloso para poblar el estriado, el nacleo talamico y el area de la sustancia nigra
(Hellman et al, 2006). Debido a que la enfermedad de Parkinson involucra la
degeneracion de neuronas dopaminergicas y no dopaminergicas, se deben resolver

muchos problemas antes de la aplicacion clinica de las CTMs.

Enfermedades del higado.

Actualmente el transplante de higado esta limitado por la disponibilidad de
donadores adecuados. Lee y cols. ya han demostrado que las CTMs provenientes de
MO pueden ser inducidas hacia el linaje hepético (Lee at al, 2004). Las células que
obtuvieron en este estudio tienen una morfologia cuboidal y funciones caracteristicas de
células hepaticas tales como produccibn de albamina, secrecion de urea,
almacenamiento de glucogeno, absorcion de lipoproteinas de baja densidad y actividad
del citocromo 450 inducida por fenobarbital. En otros estudios, las CTMs humanas
transplantadas en higado de ratas tratadas con alcohol (Sato et al, 2005), asi como en
ratones inmunodeficientes Pfp/Rag2 (Aurich et al, 2007), fueron capaces de
diferenciarse en hepatocitos humanos sin fusién celular. Por lo tanto, las CTMs
humanas de MO son capaces de diferenciarse en hepatocitos funcionales y pueden ser
Utiles como una alternativa al transplante de higado en el tratamiento diversas
enfermedades hepéticas. En un modelo de rata con fibrosis inducida por CCly, las
CTMs mostraron un potencial efecto terapéutico contra el proceso fibrético mediante la
inhibicion de la deposicion de colageno, ademas de su capacidad para diferenciarse en
hepatocitos (Abdel et al, 2007; Zhao et al, 2005). Estos estudios demuestran que el
transplante de células troncales de MO puede llevar a la regresién de la fibrosis en el
higado. Mohamadnejad y cols. han completado la fase | de un estudio en el cual 4
pacientes con cirrosis fueron transplantados con CTMs de MO, el procedimiento mostré
ser seguro, factible y hasta el momento se han obtenido resultados prometedores (Lee
et al, 2008). Actualmente se esta llevando a cabo la fase Il de este estudio.

Compaiiias que desarrollan Biotecnologia con CTMs para su aplicacion en Terapia
Celular.

Algunas compaiiias se han enfocado en desarrollar y comercializar biotecnologia
de células troncales humanas, para su aplicacion en el campo de la medicina

regenerativa, con la finalidad de tratar la degeneracion de los érganos mas importantes.
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Osiris Therapeutics, Inc. (www.osiristx.com) tiene 3 productos en pruebas
clinicas, basados en CTMs: Prochymal, Provacel y Chondrogen. Con Prochymal se
evalla la seguridad y eficacia en el tratamiento de la enfermedad de injerto contra
huésped. Los estudios clinicos con Provacel evaluaran su seguridad y eficacia en el
tratamiento del dafio al miocardio después de un infarto agudo. Chondrogen ha

mostrado beneficios en modelos animales de menissectomia.

Mesoblast (www.mesoblast.com) es una compafia australiana dedicada a la
produccion de células troncales para ser usadas en estudios clinicos piloto y en
pacientes con enfermedades ortopédicas y cardiovasculares. La tecnologia de
Mesoblast permite la extraccion, obtencién y expansion de CTMs a las que han llamado
Células Precursoras Mesenquimales (MPC, por sus siglas en inglés). Estan llevando a
cabo estudios clinicos basados en inyecciones artroscépicas de MPC para la
regeneracion de cartilago. También estan desarrollando terapia celular para la
reparacion del hueso. Han dicho que tienen la tecnologia que puede generar hueso de
Novo y nuevos vasos sanguineos. El mismo tipo de terapia esta siendo desarrollada

para enfermedades arteriales periféricas y falla cardiaca.

BrainStorm Cell Therapeutics, Inc. (www.brainstorm-cell.com) en Israel ha
desarrollado NurOwn que contiene CTMs adultas y serd utilizado en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. Los cientificos de esta compafiia han
transplantado astrocitos derivados de CTMs en modelos de ratas con la enfermedad de
Parkinson. Dos semanas después del transplante celular, han observado una mejoria
significativa en el comportamiento caracteristico de la enfermedad, incluyendo mas del

50% de reduccién en los movimientos rotacionales.

6. Fuentes alternativas de células troncales mesenquimales

Hasta el momento se ha demostrado que las Células Troncales Mesenquimales
(CTMSs) pueden ser obtenidas de diferentes tejidos ademas de la Médula Osea (MO), la
cual, sin embargo, es la fuente primaria para la obtencion de estas (Prockop, 1997;
Bianco y Gehron Robey, 2000; Jori et al, 2005; Beyer Nardi y daSilva Meirelles, 2006;
Sethe et al, 2006). No obstante, estas células, constituyen solo un pequefio nimero del

total de las células presentes en la MO. Segun Pittenger solo del 0.001% al 0.01% de
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las células mononucleares obtenidas por un gradiente de densidad (Ficoll/Percoll) dan
origen a células adherentes tipo fibroblastoide (Pittenger et al, 1999). EI numero de
CTMs obtenidas de este tejido puede variar en términos de cantidad y calidad, aun

cuando las células son del mismo donador (Phinney et al, 1999).

Ademas de la MO, las CTMs también se localizan en otros tejidos del cuerpo
humano (Figura 7). Hay un gran niamero de reportes que describen su presencia en
tejido adiposo (Gronthos et al, 2001), sangre de cordén umbilical, vello corionico de la
placenta (Igura et al, 2004), fluido amnidtico (Tsai et al, 2004), sangre periférica (Zvaifler
et al, 2000), higado fetal (Campagnoli et al, 2001), pulmén (in't Anker et al, 2003,
Sabatini et al, 2005), pulpa dental (Miura et al, 2003; Shi et al, 2005), periostio (De Bari
et al, 2001a; De Bari et al, 2001b), membrana sinovial (De Bari et al, 2001a), musculo
esquelético (Bosch et al, 2000; Wada et al, 2002; Qu-Petersen et al, 2002; Adachi et al,
2002), hueso trabecular (Noth et al, 2002) y cordén umbilical humano (Romanov et al,

2003), sugiriendo que las CTMs esta distribuidas diversamente in vivo.
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Figura 7. Fuentes alternativas de CTMs. Se ha demostrado que se pueden obtener células
mesenquimales de tejidos tanto fetales como adultos
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A la fecha hay algunas comparaciones directas de CTMs obtenidas de diferentes
tejidos. Kern y cols hicieron recientemente una comparacion donde se presenta una
correlacién de CTMs obtenidas de tres fuentes y expandidas en condiciones de cultivo
idénticas. Las CTMs no demostraron ninguna diferencia significativa en cuanto a
morfologia e inmunofenotipo. Sin embargo se observaron diferencias en la tasa de

obtencién, capacidad de proliferacién y diferenciacion (Kern et al, 2006).

En el presente trabajo estudiaremos a las CTMs provenientes de Placenta (PL) y
Vena de Cordéon Umbilical (VCU), debido a ello en las siguientes secciones

mencionaremos algunas caracteristicas bioldgicas de ambas fuentes.

7. Placentay Vena de Cordén Umbilical

La Placenta (PL) es el sitio principal de intercambio de nutrientes y gases entre la
madre y el feto. Es un organo fetomaterno con dos componentes: una porcion fetal,
qgue se desarrolla a partir del saco coriénico y una porcién materna, que se deriva del
endometrio (Figura 8). Tiene tres funciones principales: metabolismo, transporte de
gases y nutrientes y secrecion endocrina. Estas son esenciales para conservar la
gestacion y promover el desarrollo normal del feto. Tanto la PL como el cordén
umbilical funcionan como un sistema de transporte para el paso de sustancias entre la
madre y el feto. Los nutrientes y el oxigeno pasan de la sangre materna a la fetal, y los
materiales de desecho y el diéxido de carbono de la sangre fetal a la materna, a través
de la placenta. Las membranas fetales y la placenta llevan a cabo las siguientes
funciones y actividades: proteccién, nutricion, respiracion, excrecion y produccion de

hormonas (More y Persaud, 1999)

La porcion fetal de la PL (corion velloso) se une con la porcion materna de la PL
(decidua basal) por la concha citotrofoblastica, la capa externa de células trofoblasticas
en la superficie materna. Las vellosidades corionicas en tallo (vellosidades de fijacion)
se unen firmemente con la decidua basal a través de la concha citotrofoblastica y fija el
saco corionico a la decidua basal. Las arterias y venas endometriales pasan a traves
de hendiduras de la concha citotofoblastica y se abren hacia el espacio intervelloso. Se
aplica el termino decidua (L. deciduus desprendimiento) al endometrio de la gravidez

(capa funcional del endometrio en una mujer embarazada). El nombre indica que esta
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parte del endometrio se separa (“se desprende”) del resto del utero durante el parto
(nacimiento). La decidua tiene tres regiones que se denominan segun su relacion con
el sitio de implantacion: la parte en la profundidad del concepto que forma el
componente materno de la PL se denomina decidua basal, la porcion superficial que
recubre el concepto se conoce como decidua capsular y el endometrio restante se
denomina decidua parietal (decidua verdadera). El aspecto caracteristico en guijarros
de la superficie materna depende de é&reas vellosas ligeramente abultadas -los
cotiledones- que estan separadas por surcos que en el inicio ocuparon los tabiques
placentarios. La superficie de los cotiledones se recubre por fragmentos grisaceos,
delgados de decidua basal que se separaron de la pared uterina cuando se expulsa la
PL, los cuales pueden identificarse en cortes de PL que se examinan con microscopio.
En forma temporal, casi toda la decidua se retiene y se elimina con la hemorragia
uterina subsecuente (More y Persaud, 1999).

Areade intercambio de oxigeno
- 3 Placenta )

—Utero
Musculo
Uterino

\J Cordon Umbilical
~ r
Venula 0‘8) N— /‘* Fluido Amniotico
Materna X / { £ Q\Membrana
\ X ‘ Amniotica
Arterio( : i7)E € A . = I S - } Placenta

Vena
Umbilical

Materna

Arteria
Fetal

b Capilares
Fetales

3  Arteriola (s
Placental Materna
N il
Pared uterina SANENE e I\/
Materna -
Venula Porcion Porcion
Materna Materna Fetal

Figura 8. La placenta consta principalmente de dos porciones: la porcion materna o cotiledones y la
porcion fetal o corion velloso. (Modificado de Somkuti, 2008)

Desarrollo placentario.

El embrién empieza a implantarse en la semana 1. Esto ocurre como resultado
de la produccion de sustancias que lesionan al endometrio, lo que causa que el embridn
sea completamente embebido en la pared endometrial; estas sustancias son producidas
por el sincitiotrofoblasto. El sincitiotrofoblasto también lesiona las paredes de los vasos
sanguineos maternos y las glandulas endometriales, formando lagunas. Asi, los fluidos
maternos estan en contacto directo con el tejido embrionico. En la semana 2, se
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empiezan a formar las membranas fetales y el embrion se embebe completamente en la
pared uterina. Durante la semana 3 se inicia la circulacién placentaria y las estructuras
extraembrionarias y fetales estan bien establecidas. En la semana 4 puede iniciarse la

organogeénesis (Sweeney, 1998).

El corion que es la parte fetal de la PL, se forma de las capas trofoblasticas y el
mesodermo extraembrionario. Se desarrolla una cavidad coriénica en el mesodermo
embrionario. EIl corion permanece conectado al feto mediante un tallo de conexion del
mesodermo que formara el cordon umbilical. La estructura de la PL madura empieza a
desarrollarse en el primer mes. Las capas trofobldsticas forman proyecciones que
posteriormente invaden el endometrio uterino. Ya que estas capas son la parte
coridnica de la PL, son llamadas vello coriénico. Este desarrolla en estadios. El
contenido de las lagunas esta en contacto directo con la capa mas externa del
sincitiotrofoblasto. Ya que el sincitiotrofoblasto es siempre la capa fetal mas externa,
esta en contacto directo con el endometrio materno y sus secreciones. La parte
materna de la PL es la decidua y esta formada por una porcién del endometrio uterino.
El estadio inicial de la proyeccién vellosa consiste del sincitiotrofoblasto cubriendo una
capa del citotrofoblasto. Esto se llama vello primario. Se vuelve secundario cuando el
mesodermo extraembrionario lo invade para formar una capa de tejido conectivo. Se
vuelve terciario en la semana 3 cuando los vasos sanguineos umbilicales invaden el
tejido conectivo. Las lagunas en las cuales se recolecta la sangre y secreciones
maternas ahora se llaman espacios intervellosos. La maduracion del vello ocurre a
través del desarrollo fetal. El vello terciario se desarrolla en un vello troncal principal,
anclado a los lados materno y fetal de la PL y el vello “libre” que se extiende desde el
lado fetal hasta los espacios intervellosos. El tejido corionico del lado fetal de la PL, se
condensa en la placa corionica cuyos tallos principales de los vasos umbilicales estan
distribuidos por todo el vello. La placa coridnica esta cubierta por amnion en la
superficie de la cavidad amniotica. Durante el curso del embarazo, el vello corionico se
vuelve mas delgado, proveyendo una barrera minima para la difusion, mientras que el
namero de capilares fetales en este se incrementa. El citotrofoblasto y el nucleo del
tejido conectivo se vuelven mas delgados y envuelven a los capilares fetales, asi que, al
comienzo del 6to mes, los capilares fetales estan separados de los fluidos maternos,
solo por el sincitiotrofoblasto y una capa delgada de citoplasma. Esto incrementa la

eficiencia del transporte (Figura 10; Sweeney, 1998).
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El cordon umbilical suele unirse con la superficie fetal y su epitelio se continda
con el amnios, que se adhiere a la superficie fetal de la PL (Figura 9). La superficie fetal
de una PL recién expulsada es lisa y brillante porque esta recubierta por el amnios. Los
vasos corionicos que irradian hacia el corddén umbilical y desde el mismo se ven con
claridad a través del amnios transparente y liso. Los vasos umbilicales se ramifican en
la superficie fetal para formar vasos corionicos, que penetran en las vellosidades
corionicas. La fijacion del cordén umbilical, que conecta embrion o feto con la PL, suele
encontrarse casi en el centro de la superficie fetal de este 6rgano fetomaterno, pero
puede situarse en cualquier punto. EI cordon umbilical suele tener de 1 a 2 cm. de

diametro y 30 a 90 cm. de largo (promedio 55 cm.; More y Persaud, 1999).

‘I—Desechos y dioxido de

ii\ - - \\ E
i‘
carbono liberados del bebé

| (Arterias del cordon umbilical)

Oxigeno, nutrientes y
hormonas suministrados al bebe
(Venadel cordon umbilical)

Figura 9. El corddn umbilical. Consta de dos arterias umbilicales y una vena umbilical, las cuales estan
cubiertas por tejido conectivo mucoide llamado Gelatina de Wharton. (Modificado de Vorvick y Storck,
2008)

Desarrollo del cordon umbilical.

El embrién se une a la PL mediante una estructura llamada tallo de conexion.
Este tallo de conexién alrededor del saco vitelino forma la capa del cordon umbilical. El
mesodermo extraembrionario alrededor del saco vitelino se confina a un tallo de
mesodermo, como una cavidad coribnica formada en la capa mesodermal
extraembrionaria. Este tallo mesodermal forma la capa del cordon umbilical, la cual
contiene el tallo de vitelo externo. Al final de la semana 3, la alantoides crece dentro del
tallo, donde se forma la estructura epitelial alrededor del cual el mesodermo
extraembrionario forma los vasos umbilicales. También se forma una estructura central
endodermal alrededor de la cual las células endodermales forman islas sanguineas.

Estas islas sanguineas forman canales vasculares que crecen juntos para formar la
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linea de los vasos sanguineos, que formaran las dos arterias umbilicales maduras y una
vena. El tallo de conexiébn madura en cordén umbilical, mientras se forman los vasos
umbilicales (Figura 10). Mientras la membrana amniética se expande, se plastifica con
el mesodermo del tallo de conexion, formando su cubierta. Durante el periodo fetal, el
intestino delgado se hernia fuera del cuerpo en el nucleo del corddn umbilical
(Sweeney, 1998). EIl cordon umbilical conecta al embrion tardio con el corion, o al feto
con la PL. Durante el desarrollo del cordén umbilical se distinguen 3 etapas: embriénica
temprana (3-6 semanas), embrionica tardia (9-11 semanas) y fetal (Jirasek, 2004). El
cordén umbilical se forma cuando, gracias al plegamiento del embridén, se acercan uno

al otro el pediculo de fijacion y el pediculo vitelino para luego fusionarse (Gomez, 2003).

El cordon suele tener dos arterias y una vena rodeados por tejido conectivo
mucoide (gelatina de Wharton; Figura 9). Como los vasos umbilicales son mas largos

gue el cordon, por lo regular se doblan o retuercen (More y Persaud, 1999).

Amnios (las flechas
indican expansién)

Amnios

Tallo de conexién Tallo d [¢]
allo de conexién

Vellosidad coriénica
Intestino embrionario

Disco embrionario

Saco vitelino

Saco vitelino
Cavidad coriénica -

A Corion B

Saco amniético

Cavidad coriénica Cord: bi
ordon umbilical

Saco amniético
Placenta

(corion velloso)
Intestino

Remanente

Cordoén umbilical del iteli
el saco vitelino

(cubierto por el amnios)

Saco vitelino Amnios

Saco corionico

(corion liso)

Figura 10. Desarrollo de la placenta y el cordén umbilical. A. Formacion de las vellosidades coridnicas
primarias y secundarias. B. Formacion de las vellosidades coridnicas terciarias. C. Formacion del
primordio del cordon umbilical. D. Placenta y cordon umbilical. (Tomado de Moore y Persaud, 1999)
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Se ha propuesto que las células troncales obtenidas de la PL después del parto
de un embarazo a término tienen una variedad de ventajas. Aunque no tienen el
potencial de diferenciacién y proliferacion de las células troncales embridnicas, las
células derivadas de la PL aun son de origen fetal y pueden ser superiores a las células
troncales adultas en muchos aspectos. No se requieren procedimientos invasivos para
obtener el érgano, ya que este es expulsado después del nacimiento. No se generan
conflictos éticos ya que el 6rgano sera desechado de cualquier manera. Usando este
organo facilmente accesible y libre de controversia se ha aislado una poblacién de

células multipotentes de la PL humana posparto a término (Yen et al, 2005).

Las células mesenquimales derivadas de la PL, se han obtenido y expandido en
medio suplementado solo con suero fetal bovino o con aminoacidos y antioxidantes sin
cambios morfoldgicos y caracteristicos. Por lo tanto, la PL puede ser una atractiva y
rica fuente de células troncales mesenquimales (Fukuchi et al, 2004). Segun el Primer
Taller sobre Celulas Troncales derivadas de Placenta existen cuatro regiones de la
misma: amnidtica epitelial, amniética mesenquimal, coriénica mesenquimal vy tejido
trofoblastico corionico; siendo esta ultima la region con la cual se llevo a cabo el trabajo
de la presente tesis. De acuerdo a lo anterior existen al menos cuatro poblaciones
celulares con caracteristicas troncales o progenitoras: Células Amnidticas Epiteliales
humanas (hAEC, por sus siglas en inglés), Células Estromales Amnibticas
Mesenquimales humanas (hAMSC, por sus siglas en inglés), Células Estromales
Corionicas Mesenquimales humanas (hCMSC, por sus siglas en inglés) y Células
Trofoblasticas Coridénicas humanas (hCTC, por sus siglas en inglés; Parolini et al,
2008). Algunos estudios sefialan que las CTMs provenientes la parte fetal de la PL
tienen un periodo de vida media menor que aquellas CTMs obtenidas de la parte
materna o decidua (D-MSC, por sus siglas en ingles; Portman-Lanz et al, 2006; Soncini
et al, 2007; Okamoto et al, 2007). A pesar de que existen diversos estudios donde se
obtienen CTMs de PL aun no se han reportado caracteristicas como el porcentaje de
obtencidn y la frecuencia en la cual se encuentran estas células, solo se ha reportado la
morfologia fibroblastoide y aunque hay estudios que indican la capacidad de
diferenciacion neural no se sabe si estas células son capaces de expresar marcadores

de tipo neural antes de ser cultivadas en medio inductor.

Algunos estudios realizados sugieren que las CTMs estan presentes en la capa
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subendotelial de la Vena del Cordon Umbilical (VCU) humano y que pueden ser
obtenidas, cultivadas y expandidas mediante técnicas rutinarias. EI cultivo primario
inicial consiste de dos tipos principales de células: células endoteliales positivas VWF y
PECAM-1y CTMs positivas para ASMA (Romanov et al, 2003).

Los resultados de los estudios morfolégicos y de inmunofenotipo de CTMs de
VCU sugieren que estas ceélulas estan relacionadas con las CTMs obtenidas de MO y
otras fuentes. La morfologia fibroblastoide, la ausencia de marcadores endoteliales y
de leucocitos, la expresion de ASMA y las moléculas de adhesion tipicas de estroma
gue soporta la mielopoyesis apoyan la idea de que son CTMs. Los resultados
preliminares de los estudios sobre potencialidad muestran que un nimero predominante
de células con morfologia fibroblastoide que provienen de VCU acumulan lipidos o
expresan fosfatasa alcalina cuando se exponen a condiciones de cultivo apropiadas
(Romanov et al, 2003). Aungue los estudios morfolégicos de CTMs de VCU sefialan
gue estas son fibroblastoides, no se ha reportado si existen otros tipos o subtipos
morfologicos, tampoco se han buscado marcadores neurales en ausencia de estimulo y
en el caso del porcentaje de obtencién solo Secco y cols. han reportado el 100% de
obtencion de CTMs provenientes de VCU (Secco et al, 2008).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La fuente principal de Células Troncales Mesenquimales (CTMs) es la Médula
Osea (MO), tanto en estudios experimentales como de aplicacion clinica. Sin embargo,
los estudios sefialan una disminucion significativa en el niumero de CTMs segun
aumenta la edad (Rao y Mattson, 2001), esto sumado a lo invasivo del procedimiento
de obtencién de MO y a la dificultad para encontrar donadores compatibles, hace

necesaria la busqueda de fuentes alternativas de estas células.

Se ha demostrado la presencia de CTMs en Placenta (PL) y Vena de Corddn
Umbilical (VCU), sin embargo se desconoce el porcentaje de obtencion y la frecuencia
de CTMs en ambas fuentes e incluso tampoco es claro si presentan la misma
morfologia, inmunofenotipo y potencial de diferenciaciébn que aquellas provenientes de
MO.

Por todo esto, en este trabajo se pretende establecer el porcentaje de obtencion
y frecuencia de CTMs provenientes de PL y VCU, en nuestras condiciones de cultivo.
Ademas, se evaluara la morfologia, inmunofenotipo y capacidad de estas células para
diferenciarse in vitro hacia adipocitos, osteoblastos, condrocitos y células neurales y

realizar una comparacion con aquellas provenientes de MO.
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lll. HIPOTESIS

Nuestro grupo de trabajo ha establecido la técnica para cultivar CTMs a partir de
Médula Osea (MO), si nosotros empleamos las mismas condiciones de cultivo,
obtendremos Células Troncales Mesenquimales (CTMs) de Placenta (PL) y Vena de
Cordon Umbilical (VCU) con las mismas caracteristicas respecto a porcentaje de
obtencién, frecuencia, morfologia e inmunofenotipo que aquellas provenientes de MO.
Asimismo, hemos establecido las condiciones de induccion de diferenciacion de las
CTMs de MO, si nosotros empleamos las mismas condiciones de diferenciacion,
podremos inducir a las CTM de PL y VCU hacia la diferenciacion adipogénica,

osteogénica, condrogénica y neural, al igual que las CTMs de MO.
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IV. OBJETIVOS

1. Objetivo General.
Realizar un estudio comparativo de la morfologia, inmunofenotipo y capacidad de
diferenciacion de las células troncales mesenquimales de Médula Osea y aquellas

provenientes de Placenta y Vena de Cordén Umbilical.

2. Objetivos Particulares.

* Obtencion y cultivo de Células Troncales Mesenquimales provenientes de Médula
Osea, Placenta y Vena de Cordén Umbilical.

*Determinar el porcentaje de obtencibn y frecuencia de Células Troncales
Mesenquimales en muestras de Médula Osea, Placenta y Vena de Cordén
Umbilical.

* Evaluar la morfologia de las Células Troncales Mesenquimales obtenidas a partir de
los cultivos de Médula Osea, Placenta y Vena de Cordén Umbilical.

e Evaluar el inmunofenotipo de las Células Troncales Mesenquimales obtenidas a
partir de los cultivos de Médula Osea, Placenta y Vena de Cordon Umbilical.

* Determinar la capacidad de diferenciacion de las Células Troncales Mesenquimales
obtenidas de Médula Osea, Placenta y Vena de Cordon Umbilical, hacia células

adipociticas, osteoblasticas, condrogénicas y neurales.

41



V. METODOLOGIA
1. Obtencion de muestras.

Las muestras de cordén umbilical y placenta se obtienen de partos o cesareas de
embarazos a término en el Hospital Regional de Zona 22, Troncoso del IMSS. La
meédula 6sea de sujetos sanos, se obtiene de donadores de MO para transplante
alogénico, mediante la toma de un aspirado en la cresta iliaca postero-superior previa
anestesia local, en el Hospital de Especialidades del CMN SXXI, IMSS.

2. Obtencidn y cultivo de células mesenquimales.

Para obtener las células mesenquimales de los aspirados de MO se usa un Kit
comercial basado en la seleccién negativa de la poblacién (Stem Cell Technologies,
Rosette Sep®). Se toman de uno a dos ml del aspirado de MO y se incuba a
temperatura ambiente por 20 min con un céctel de anticuerpos que incluye CD14,
CD19, CD38 y CD66b. Las células se someten a una separacion con Ficoll (Ficoll-
Hypaque Plus) durante 25 min a 300 gravedades. Se obtiene la interfase y se lava con
PBS. Para obtener el botén celular se centrifuga por 7 min a 1200 rpm. EI conteo
celular se realiza mediante una dilucién con azul de tripano (Gibco) y el uso de un
hemocitometro. Las células se cultivan en placas de 24 pozos (Corning) tratadas para
permitir el crecimiento de células adherentes. Se cultivan a una densidad de entre
50,000 a 300,000 cel/ml en un medio comercial especifico para células mesenquimales
Mesencult™ (Stem Cell Technologies) suplementado con 15% de Suero Fetal Bovino
(SFB) 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina. Las
células se siembran en botellas de cultivo de 25 cm? y se mantienen en incubacion a
37°C en una atmésfera humeda al 5%, los cambios posteriores se realizan cada tercer
dia. Una vez que han llegado a confluencia se colectan utilizando una solucién de 0.5%
tripsina-0.02% EDTA (Gibco) durante 7 min y se lavan con PBS y se centrifugan por 9
min a 1200 rpm. EI boton celular obtenido se resuspende en medio y se cultiva en
placas de 6 pozos (Corning) a una densidad de 20,000 cel/pozo en 3 ml.

Para obtener las CTMs de PL se toma una muestra de aproximadamente 5 cm
de diametro de la region fetal y se coloca en una caja petri donde se lava con buffer de
fosfatos (PBS, Gibco) para quitar el exceso de sangre. Se pasa a otra caja en donde se
corta en pedazos de aproximadamente 3 mm, posteriormente se coloca en un matraz

Erlemmeyer y se agrega una solucion de 0.5% tripsina-0.2% EDTA (Gibco, BRL) hasta
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cubrir el tejido, se cubre el matraz con una gasa estéril y se incuba a 37°C en agitacion
constante para realizar una disgregacion enzimatica y mecanica al mismo tiempo. Se
hace pasar el disgregado por un a malla de nylon, se colecta la suspension celular y se
centrifuga durante 9 min. a 1200 rpm. Se resuspende el boton celular en Medio Eagle
Modificado por Dulbeco bajo en glucosa (DMEM-LG, por sus siglas en ingles; Gibco),
suplementado con 15% de SFB, (Gibco), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina y 2 mM de L-glutamina y las células se siembran en una botella de 25
cm?. Se cultivan a una densidad de siembra de 5,000,000 a 6,500,000 cel /ml en medio

especifico para céulas mesenquimales antes mencionado.

De las muestras de corddn umbilical se obtienen las CTMs de acuerdo al método
HUVEC. Brevemente, se colocan canulas por los extremos de la vena del cordon
umbilical y se lava haciendo pasar 10 ml de solucion HEPES. Se hace un amarre por
uno de los extremos del corddn umbilical y se llena con colagenasa al 0.1% en medio
199 suplementado con antibioticos. EIl corddn se coloca en un contenedor con HEPES
y se incuba a 37°C por 20 min. Se colecta la suspensién celular y se lava la vena con
10 ml de solucién PBS. La suspension celular se centrifuga por 9 min a 1200 rpm y se
resuspende en DMEM-LG suplementado con 15% de SFB, 100 U/ml de penicilina, 100
Mg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina. Las células se siembran en botellas de
cultivo de 25 cm? y se mantienen en incubacién a 37°C en una atmdsfera himeda al
5%, los cambios posteriores se realizan cada tercer dia. Cuando los cultivos se
encuentran al 80% de confluencia se colectan las células utilizando una solucion de
0.5% tripsina-0.2% EDTA y se resiembra a una nueva botella de cultivo a una densidad
de 20,000 cel/ml.

3. Deteccion de Unidades Formadoras de Colonias (CFU-F).

Las CFU-F de MO se detectan mediante la inoculacién de 1.5x10* CTMs
obtenidas de la fraccion enriquecida mediante Rosette Sep® en cajas petri de 35 mm
con DMEM bg al 10% SFB. Los cultivos se incuban a 37°C al 5% CO,. Después de 3
dias se retiran las células no adherentes y se cambia el medio. Se incuba por 7 dias
mas. Posteriormente se desecha el medio y se tifien las células con Wright-Giemsa.

Los clones con >50 células se cuentan como CFU-F.

Las CFU-F de PL y VCU se detectan mediante el cultivo de las CMN obtenidas
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de la digestidon enzimatica. De la misma forma que para las CFU-F de MO los clones

con >50 células se cuentan como CFU-F.

4. Morfologia de las CTMs.

Para determinar la morfologia de las CTMs, se siembran 6X10* en una caja petri
de 100 mm (Cell Culture Dish, Corning) y cuando las células llegan a una confluencia
del 70% se desecha el medio, se adiciona PBS por 10 min y se tifie con Azul de
Toluidina durante 40 min. La caja se lava con agua destilada y se deja secar.
Posteriormente se observa bajo el microscopio y se cuentan los diferentes tipos

celulares de acuerdo a su morfologia.

5. Inmunofenotipo de las células mesenquimales.

Para determinar el inmunofenotipo de las CTMs obtenidas, se analiza la
expresion de algunos antigenos de superficie mediante citometria de flujo en un equipo
Coulter Epics Altra Flow Cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA). Se incuban 2 X10°
células en 50ul de PBS al 2% de SFB durante 30 minutos en hielo y en oscuridad con
uno de los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-CD13-PE, anti-CD14-PE, anti-
CD29-FITC, anti-CD31-FITC, anti-CD34-FITC, anti-CD44-PE, anti-CD45-FITC, anti-
CD54-PE, anti-CD62-L-FITC anti-CD105-PE, anti-HLA-DR-PE, anti-CD117 (todos de
Caltag Laboratories, Burlingame, CA); anti-CD49b-PE, anti-CD58-PE, anti-CD73-PE,
anti-CD166-PE, anti-HLA-ABC-FITC, anti-CD10-FITC, anti-PDGFR (todos de Beckton
Dickinson/PharMingen, San José, CA, USA), anti-CD90-FITC (Immunotech, Marseille,
France) y anti-CD133 (Miltenyi Biotec GmbH, Germany). Se incluyen los controles
incubando a las células con el correspondiente isotipo de acuerdo al anticuerpo primario
lgG2a-PE (Caltag Laboratories), IgG1-FITC (Caltag Laboratories). Las células

marcadas se analizan contando un minimo de 10,000 eventos en el citbmetro.

6. Capacidad de diferenciacion osteogénica, adipogénicay condrogénica.
Para inducir la diferenciacion osteogénica, se usan células mesenquimales de la
2da resiembra las cuales se cultivan en medio osteogénico (Stem Cell Technologies,
Vancouver, Canada) y en camaras con base desmontable para ser usadas como
laminilla (Lab-Tek Il Chamber Slide System, Nalgueen Nunc Inter) durante 4 semanas y
con cambios de medio 3 veces por semana. Para la deteccion de depdsitos de calcio

con Von Kossa, se incuba con PBS por 10 min a temperatura ambiente, se adiciona
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nitrato de plata al 5% y se incuba en la luz por 3 h, se lava con agua destilada y se
adiciona hiposulfito de sodio por 2 min, se lava con agua destilada y se contrasta con
azul de toluidina, se deshidrata y se monta con xileno.

Para inducir la diferenciacién condrogénica se usan células de 2da resiembra, las
cuales se colocan en un tubo de polipropileno de 15 ml y se centrifugan a 1000 rpm por
5 min para obtener un boton celular (del cual se forma la micromasa en presencia de
TGF- B1, que induce la sintesis de fibras de fibronectina y otros proteoglicanos
presentes en la matriz extracelular), se agrega medio condrogénico y se cultiva durante
4 semanas. Se realizan cambios de medio 3 veces por semana. ElI medio
condrogénico consiste en DMEM alta glucosa suplementado con 0.1 uM de
dexametasona, 50 pg/ml AsA, 100 ug/ml de piruvato de sodio, 40 pg/ml de prolina, 10
ng/ml de TGF-B1 y 50 mg/ml de ITS" premix (Beckton-Dickinson; 6.25 ug/ml de insulina,
6.25 pg/ml transferian, 6.25 5 ng/ml de acudo selénico, 1.25 mg/ml de albamina de
suero bovino (BSA) y 5.35 mg/ml de &cido linoleico). Para evaluar la diferenciacion
condrogénica se fijan las micromasas en formaldehido al 4% y posteriormente se
deshidratan en diluciones seriales de etanol y se incluyen en bloques de parafina. Los
bloques se cortan en liston y se tifilen con azul de toluidina para la deteccion de

mucoplisacaridos y Tricromico de Maso6n para determinar la presencia de colageno.

Para inducir la diferenciacion adipogénica se usan también células de la 2da
resiembra, las cuales son cultivadas en medio adipogénico (Stem Cell Technologies,
Vancouver, Canadd) durante 4 semanas. Se realizan cambios de medio 3 veces por
semana. Para evaluar la diferenciacion adipogénica, se incuba la caja durante 10
minutos con PBS y la capa celular se fija con formalina buffer al 10% durante 1 hora.
Se adiciona isopropanol al 60% durante 5 min, y posteriormente se agrega Rojo Oleoso
durante 20 min. Se lava con agua destilada y se contrasta con hematoxilina de Harris
por 1 min. Las laminillas se montan con propilenglicol, se dejan secar y se observan

bajo el microscopio. Los lipidos se tifien de rojo.

7. Induccion Neural y Expresion de Proteinas Neurales.
Para la induccién neural se siembran 1 x10* CTMs se cultivan en camaras Lab-
Tek Il (Chamber Slide System, Nalgen Nunc Inter) y en medio DMEMbg suplementado
con 10% de SFB o en presencia de medio de diferenciacion neural Neurocult (NS-A
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basal medium with NS-A differentiation supplements; STI; StemCells Technologies)
durante 10 dias, con dos cambios de medio, retirando la mitad del medio por cada
cambio. Posteriormente las células se fijan con acetona y se lavan en PBS con 1% de
Triton X-100. Las camaras se incuban con PBS-Triton suplementado con 10% de suero
de caballo durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente las placas se
incuban toda la noche con uno de los siguientes anticuerpos mono- o policlonales (Mo
Abs o Po Abs, respectivamente): anti-Nestina, anti-NF-200Kd, anti-Map2, anti-NeuN
(todas Mo Ab, Chemicon, Int. CA, USA) y anti-GFAP (PoAb, DAKO, Carpinteria, CA).
Las camaras se lavan con PBS-Triton y se incuban por dos horas con uno de los
siguientes anticuerpos secundarios: cabra anti-conejo IgG-FITC (Chemicon) y cabra
anti-raton IgG-Alexa 450 (Molecular Probes). Para tefiir los nacleos se utiliza yoduro de
propidio. Las camaras se montadas con medio para montar Vectashield (H-1000;
Vector Laboratory, Burlingame, CA). Los andlisis se realizan usando un microscopio
Axiovert 100 M y un sistema de analisis confocal LSM 510 Zeiss. Los fluoroforos se
excitan con laser de ion argon de 488 nm y laser de lon HeNe de 543 nm. La emision
de fluorescencia se monitorea con el paso a bandas de 505-530 nm 6 el paso a filtros
de 650 nm de longitud.

8. Andlisis Estadistico.
Los datos se analizan en el programa computacional SPSS (version 9.0.0, SPSS
Inc., 1989-1999). Se emplean pruebas de T y andlisis de varianza multivariada para
determinar diferencias significativas entre los datos. La significancia estadistica se

determina cuando los valores de P son inferiores a 0.05.
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VI. RESULTADOS

1. Obtencién de CTMs de MO, PL y VCU.

En el presente estudio fue posible obtener CTMs a partir de las tres fuentes

estudiadas: aspirados de MO, muestras de la region trofoblastica de PL y de VCU.

2. Porcentaje de Obtencion y Frecuencia de CTMs en MO, PL y VCU.

Se procesaron 9 muestras de MO (Tabla 1), 8 muestras de tejido placentario de

la region trofoblastica (Tabla 1) y 59 muestras de VCU (Tabla 2) de partos y cesareas

de embarazos a término, de los cuales, se obtuvieron CTMs en 9, 8 y 6 de las muestras

procesadas respectivamente, lo que resulta en un 100% de obtencién tanto de MO
como de PL y un 10% de VCU (Tabla 3).

Muestra | No inicial de | No de CFU-F
MO CMN en MO en MO
1 400,000 14

2 108,288 1
3 275,372 6
4 109,000 39
5 1,292,500 6
6 ND ND
7 ND ND
8 ND ND
9 ND ND
Muestra | No inicial de | No de CFU-F
PL CMN en PL en PL
1 800,000 1
2 247,000 3
3 64,000,000 7
4 30,400,000 3
5 8,400,000 2
6 39,200,000 4
7 34,500,000 3
8 90,000,000 10

Tabla 1. Nimero de Células Mononucleares (CMN) y nimero de Unidades Formadoras de
Colonias (CFU-F) obtenidas inicialmente por muestra en Médula Osea (MO) y Placenta (PL).
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No inicial MOl No inicial Mo 613 No inicial MO El5
Muestra de CMN CFU-F |Muestra de CMN CFU-F Muestra de CMN CFU-F
VCU en VCU en VCU en VCU en VCU envcy | €N
VCU VCU VCU

1 ND ND 21* ND 22 41 ND -
2 ND ND 22 ND ND 42 ND -
3 1,400,000 - 23 ND - 43 ND -
4 30,500 - 24 ND - 44 ND -
5 285,000 - 25* ND 6 45 ND -
6 600,000 - 26* ND 2 46 ND -
7 576,000 - 27 ND ND 47 ND -
8 206,250 - 28* ND 2 48 ND -
9 279,000 - 29 ND - 49 ND -
10 375,000 - 30 ND - 50 ND -
11 125,000 - 31 ND - 51* ND 4
12~ 50,000 29 32 ND - 52 ND -
13 150,000 - 33 ND - 53 ND -
14 ND - 34 ND - 54 ND -
15 ND - 35 ND - 55 ND -
16 ND ND 36 ND - 56 ND -
17 ND - 37 ND - 57 ND -
18 ND - 38 ND - 58 ND -
19 ND - 39 ND - 59 ND -
20 ND - 40 ND -

Tabla 2. Numero de Células Mononucleares (CMN) y nimero de Unidades Formadoras de
Colonias (CFU-F) obtenidas inicialmente por muestra en Vena de Cordén Umbilical (VCU). *Muestras
en las que se obtuvieron CTMs.
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La frecuencia de CTMs en MO se obtuvo mediante el conteo de CFU-F de

acuerdo a lo descrito en metodologia, asi obtuvimos 1 CTM en 0.031x10° CMN y en PL

fue de 1 CTM en 8x10° CMN, lo que nos indica que las CTMs son mas frecuentes en

MO que en PL (Tabla 3). Con respecto a la frecuencia de CTMs en VCU, esta no pudo

ser determinada ya que el método de obtencion usado permite el desprendimiento de la

matriz de la vena procesada y en dicha matriz quedan embebidas muchas células al

momento de la obtencion, lo cual hace que el conteo celular sea muy variable en cada

muestra y por lo tanto no sea confiable. Los resultados obtenidos nos indican que se

obtienen mas frecuentemente CTMs en MO que en PL.

Tipo de No de No de % de No de | Frecuencia
Muestras muestras CMN de
Muestra | Procesadas | Positivas |[Obtencion X10° CTMs/CMN
MO 9 9 100 22.7-200%| 1/0.03x10°°
PL 8 8 100 8.4-90% | 1/8x10°°
VCU 59 6 10 ND ND

Tabla 3. Porcentaje de obtencion y frecuencia de CTMs en muestras de MO, PL y VCU. (a) Rango de
CMN obtenidas en las muestras positivas para CTMs, (b) Promedio de los valores obtenidos de CMN en
las muestras positivas para CTMs.
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3. Morfologia de CTMs de MO, PL y VCU.
Se establecieron capas de CTMs de MO, PL y VCU las cuales fueron tefiidas con
azul de toluidina al llegar a una confluencia del 70% para analizar la morfologia celular
(Figura 1A).

En los cultivos de CTMs de MO se identificaron cuatro tipos celulares
morfolégicamente distintos, los cuales fueron nombrados de la siguiente forma de
acuerdo a su tamafio y caracteristicas: grande, células con el citoplasma muy
extendido; fibroblastoide, células alargadas; neural, células con extensiones
citoplasmicas parecidas a dendritas y pequefia, células con el citoplasma reducido
(Figura 1B).

Al analizar la morfologia de las CTMs provenientes de MO, se observé que el
8.3% correspondio a las células grandes (Figura 1B). Por su parte, el tipo celular mas
comun fue el que presentd morfologia fibroblastoide con un 69.9% y mas aun, dentro de
esta poblacion celular se identificaron cinco tipos morfolégicamente distintos y sin
diferencias significativas en los porcentajes obtenidos entre ellos: romboide, célula con
el citoplasma extendido en forma de rombo; lamelopodia-lamelopodia, célula alargada
en los dos extremos anchos; lamelopodia-filopodia, célula alargada con un extremo
ancho y un extremo en punta; filopodia-filopodia, célula alargada con los dos extremos
en punta y triangular, célula con el citoplasma extendido en forma de triangulo (Figura
1C). Las células con morfologia neural conformaron el 6.2% de las CTMs de MO.
Mientras las células pequefias correspondieron al 15.5% de las células en cultivo
(Figura 1B). Se encontraron diferencias significativas entre las células que presentaron

morfologia neural y pequefia (Figura 1B).

En lo que se refiere a la morfologia de las CTMs obtenidas de PL y VCU también

se encontraron los mismos cuatro tipos morfologicos celulares.

En PL las células grandes conformaron el 9.6% de la poblacién total. De la
misma forma que en MO, la morfologia fibroblastoide fue la mas frecuente con el 73.7%
(Figura 1B) y se observaron los cinco tipos celulares morfologicamente distintos
presentes en cultivos de MO y de igual forma sin diferencias significativas en los

porcentajes entre ellos.
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(c) Significativamente mayor en cultivos de MO con respecto a PL y VCU (p<0.05).
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El 1.2% de las células en cultivo correspondieron a las células con morfologia

neuritica y el 13.9% a células pequefias, valores significativamente diferentes.

En los cultivos de CTMs provenientes de VCU, las células grandes representaron
el 6.2% del total de la poblacion celular. De la misma forma que en cultivos de CTMs
de MO y PL, el tipo celular mas frecuente fue el fibroblastoide con el 83.4%. Igualmente
se observaron los cinco tipos celulares morfolégicos en la poblacion fibroblastoide, sin
diferencias significativas en los porcentajes entre ellos. Se observaron diferencias
significativas en los porcentajes obtenidos entre células pequefias (9.8%) y neuriticas
(1%).

Al comparar los porcentajes obtenidos en la morfologia de las CTMs (cuatro tipos
celulares) entre las tres fuentes evaluadas, no se observaron diferencias significativas
entre los valores para células grandes, fibroblastoides y pequefias, sin embargo el
porcentaje de células neuriticas fue mayor en los cultivos de CTMs de MO en
comparacion con aquellos de PL y VCU (Figura 1B).

Todo lo anterior nos indica que en los cultivos de CTMs de las tres fuentes
analizadas se presentan distintos tipos celulares con diferente morfologia y que el
porcentaje de ellos es similar en dichas fuentes. No obstante, se debe destacar que se
encontré un mayor porcentaje de células con morfologia neuritica en los cultivos de

CTMs provenientes de MO que en aquellos de PL y VCU.
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4. Inmunofenotipo de CTMs de MO, PL y VCU.
Con el fin de conocer el inmunofenotipo de las CTMs provenientes de MO, PL y
VCU, se analizé la expresion de distintos antigenos de superficie mediante citometria
de flujo (Figura 2). Las células de las tres fuentes fueron negativas para marcadores
hematopoyéticos como CD14, CD34 y CD45, asi como para CD62L (receptor de CD34)
y HLA-DR (Tabla 4; Figura 2). También fueron negativas para el marcador endotelial
CD31.

Las CTMs de MO, PL y VCU expresaron moléculas de adhesion como CD29,
CD44, CD49b, CD58 y CD166 (Tabla 4). En el caso de CD49b se observaron
diferencias significativas entre las CTMs provenientes de MO y aquellas de PL y VCU,
ya que en la primera observamos una expresion media, mientras que en las dos ultimas
la expresion fue alta (Tabla 4). El resto de los marcadores de superficie celular no
presentaron diferencias significativas en cuanto al porcentaje de expresion entre las
diferentes fuentes celulares, sin embargo, las CTMs de las tres fuentes presentaron
fluctuaciones en la expresion de CD29 (46+32%, 81+23% y 81+17% para MO, PL y
VCU, respectivamente; Tabla 4). En el caso de CD44 solo las CTMs de MO y PL
mostraron expresion variable entre las muestras analizadas (90+13% y 86+29%,
respectivamente), a diferencia de aquellas provenientes de VCU (95+3%; Tabla 4). Con
respecto a CD58, en las muestras de CTMs de las tres fuentes, su expresion fue muy
variable entre ellas (75+32%, 72+20% y 88+13% para MO, PL y VCU, respectivamente;
Tabla 4). Por su parte MO y PL presentaron una expresion alta y uniforme de CD166 a
diferencia de VCU (Tabla 4).

Las células provenientes de las tres fuentes presentaron positividad para los
marcadores propuestos como caracteristicos de CTMs CD73, CD90 y CD105 (Dominici
et al, 2006). En el caso de CD73 las células provenientes de MO, PL y VCU
presentaron una expresion alta, aunque se encontrd variacion en VCU (81+18%), a
diferencia de MO y PL donde se observd una expresiéon mas uniforme (973 y 9746,
respectivamente; Tabla 4). Por otro lado, en la expresién de CD90 en MO, PL y VCU
se observaron fluctuaciones de 85+15%, 57+21% y 67+29%, respectivamente (Tabla 4).
En lo que se refiere a CD105 se observd una alta expresion en CTMs de MO y PL
(90+£13 y 9248, respectivamente), mientras que en VCU los valores fueron muy
variables (59+35%; Tabla 4).
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Antigeno MO PL VCU

CD105 90+13 9248 59+35°
CD73 9743 9746 81+18°
CD90 85+15° 57+21° 67+29°
CD13° 98+1 98+1 94+3
CD44 90+13 86+29° 95+3
CD166 92+12 90+12 73+18°
HLA-ABC 94+9 94+10 81+18"°
CD29 46+32° 81+23° 81+17°
CD49b? 58+14 98+2 9745
CD58 75+32° 72420° 88+13°
CD10 32453° 3+2 31+35°
c-kit 8+11 14+18 242
CD133 2+1 4+4 0
CD14 242 1+1 1+1
CD31 1+1 1+1 1+1
CD34 0 0 0
CD62L 0 0 142
CD45 1+1 345 142
HLA-DR 3+3 1+1 1+1
CD54° 23+11 7321 71421
PDGFR-B 97+11 63+25" 29+7

Tabla 4. Expresion de marcadores de superficie de las CTMs de MO, PL y VCU determinado por
citometria de flujo. Los valores se muestran en porcentajes de células positivas para los distintos
marcadores y corresponde a la media de los valores a partir de experimentos separados (MO n=9; PL n=5;
VCU n=6). (a) Se encontraron diferencias significativas. (b) No se encontraron diferencias significativas
con las otras fuentes, sin embargo, su expresion fue distinta entre las muestras. (c) La expresion es
homogénea y uniforme en las tres fuentes.
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Las tres fuentes fueron positivas para HLA-ABC y CD13. En el caso de CD13
MO, PL y VCU presentaron una expresion alta y homogénea en todas las muestras
analizadas (98+£1%, 98+1% y 94+3%, respectivamente). Se debe mencionar que este
fue el antigeno en el que se observé una menor variacion en su expresion, entre las

muestras de las tres fuentes (Tabla 4).

Para el antigeno CD54 se observaron diferencias significativas entre las CTMs
de MO y aquellas provenientes de PL y VCU, ya que detectamos una menor expresion
en la primera (23+11%) con respecto a las dos ultimas (73£21% en PL y 71+21% en
VCU; Tabla 4).

Con respecto a PDGFR-B no se observaron diferencias significativas en los
patrones de expresion entre CTMs de MO (97+11) y PL (63+25), aunque en esta ultima
su expresion fue variable entre muestras, sin embargo en CTM de VCU se observo una
expresion menor (29+7%) con respecto a aquellas de MO. Asimismo, no se
encontraron diferencias significativas en la expresion de CD10, c-kit y CD133 entre las

tres fuentes (Tabla 4).

Los resultados anteriores nos muestran que las CTMs provenientes de PL y VCU
tienen un patron similar al de MO en la expresion de antigenos de superficie celular, sin
embargo la expresion diferencial en algunos marcadores, sobre todo aquellos
considerados como caracteristicos de CTMs, indica que pueden existir mas diferencias

entre las CTMs de MO y aquellas de VCU, que entre las de MO y de PL.
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Figura 2. Citometria de flujo de la expresion de marcadores de superficie de las CTMs provenientes de
A) Médula Osea, B) Placenta y C) Vena de Cordon Umbilical.
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5. Capacidad de Diferenciacion de CTMs de MO, PL y VCU.
Se analizé la capacidad de diferenciacion de las CTMs provenientes de MO
(n=5), PL (n=5) y VCU (n=3), después de haber sido cultivadas en condiciones
particulares que favorecieron la diferenciacion osteogénica, adipogénica, condrogénica

y neural, con sus respectivos controles en ausencia de medios inductores.

5.1 Capacidad de Diferenciacion Osteogénica.

La capacidad de diferenciacion osteogénica de las CTMs de MO, PL y VCU fue
determinada después de haber inducido los cultivos celulares con medio inductor
durante cuatro semanas. En todas las muestras de MO se observé mineralizacion, la
cual fue comprobada por la positividad a la tincion con Von Kossa que tifie los
depdsitos de calcio. Estos fueron observados en el 56% de la capa celular (Figura 3B),
ademas, las células que fueron cultivadas en ausencia de medio inductor también
presentaron depdsitos de calcio evidenciados por la tincion con Von Kossa en un 16%
(Figura 3A).

En los cultivos de PL con medio de induccion osteogénica también se observé
mineralizacion y positividad para la tincion con Von Kossa en el 60% de la capa celular
(Figura 3C) y de la misma forma que en MO, las células que fueron cultivadas en
ausencia de medio inductor, fueron positivas para esta tincion en un 25% de la capa

celular (Figura 3D).

Con respecto a las CTMs de VCU cultivadas en presencia de medio inductor
también se observaron depoésitos de calcio que indicaban mineralizacion y que fueron
positivos para Von Kossa en un 35% de las células presentes en cultivo (Figura 3E), de
igual manera que en MO y PL se observo mineralizacion y tincion positiva para Von
Kossa en las capas celulares cultivadas en ausencia de medio osteogénico en un 20%
(Figura 3F).

Los resultados anteriores nos indican que las CTMs provenientes de PL y VCU
tienen la capacidad de diferenciarse hacia el linaje osteogénico de la misma manera
que las CTMs de MO, ya sea en presencia o en ausencia de medio inductor

osteogénico.
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Figura 3. Diferenciacion osteogénica de CTMs de MO, PL y VCU. La diferenciacion osteogénica se
indica por la presencia de depositos de calcio positivos para la tincion con Von Kossa, la positividad se
observa en color café y negro (A, C y E). Diferenciacion a osteoblastos sin medio inductor MO, PL y
VCU respectivamente 20x (B, D y F). Diferenciacion hacia osteoblastos en presencia de medio inductor
de MO, PL y VCU respectivamente 20x. (Iméagenes representativas).
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5.2 Capacidad de Diferenciacion Adipogénica.

Se determiné la capacidad de diferenciacién adipogénica de las CTMs de MO,
PL y VCU, después de inducir las capas celulares con medio de diferenciacion
adipogénica durante cuatro semanas. Se observo la formacion de adipocitos con
vacuolas lipidicas en los cultivos de CTMs de MO, en un 25% de las células que fueron
inducidas, las mismas que fueron positivas para la tincion con Rojo Oleoso (Figura 4B).
Las células de MO cultivadas en ausencia de medio inductor no presentaron la
formacion de vacuolas lipidicas ni positividad para la tincion con Rojo Oleoso (Figura
4A).

Las CTMs de PL cultivadas con medio adipogénico se observo la formacion de
adipocitos en dos de las cinco muestras que fueron analizadas y las tres restantes no
presentaron la formaciéon de adipocitos aunque se puede observar la presencia de
vacuolas lipidicas las cuales fueron positivas para la tincion con Rojo Oleoso, esto se
observé en un 30% de las células presentes en el cultivo, lo cual indica la diferenciacion
adipogénica (Figura 4D). Al igual en la MO las capas celulares cultivadas en ausencia
de medio inductor no presentaron la formacion de adipocitos y fueron negativas para la

tincion con Rojo Oleoso (Figura 4C).

En las capas celulares de VCU cultivadas con medio de induccién adipogénica
se observé positividad para Rojo Oleoso en el 33% de las CTMs en el cultivo (Figura
4F). De la misma forma que en MO y PL no se observé formacién de adipocitos con
vacuolas lipidicas en las células cultivadas en ausencia de medio de induccion (Figura
4E).

Estos resultados nos indican que las CTMs de PL y VCU son capaces de formar
adipocitos con vacuolas lipidicas después de haber sido estimuladas con medio de
induccion adipogénica, al igual que las CTMs de MO. También pudimos observar que
ninguna de las CTMs cultivadas en ausencia de medio de induccién adipogénica se

diferencié hacia el linaje adipogénico.
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Figura 4. Diferenciacion adipogénica de CTMs de MO, PL y VCU. La diferenciacion es evidenciada por
la positividad a la tincion de Rojo Oleoso (A, C y E). Cultivo celular de MO, PL y VCU sin induccion
adipogénica, negativo para Rojo Oleoso 20x (B, D y F). Formacién de adipocitos positivos para Rojo
Oleoso en cultivos de MO, PL y VCU en presencia de medio inductor 20x. (Imégenes representativas)
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5.3 Capacidad de Diferenciacion Condrogeénica.

Para la diferenciacion condrogénica de las CTMs de MO, PL y VCU se realizaron
cultivos en sistema de micromasa y en presencia de TGF-B. Lo que origind una masa
celular rica en matriz, en multicapas y con la acumulacién de proteoglicanos. Las CTMs
de MO se diferenciaron hacia condrocitos, capaces de producir mucopolisacaridos
(proteoglicanos sulfatados) los cuales se pudieron identificar con la tincion de Azul
Alciano (Figura 5A).

Se realizo la tincion de Tricromico de Mason, para identificar el tipo de cartilago
(hialino y fibroso) formado en las micromasas. Cuando se observaron bajo el
microscopio, los cortes de micromasas formadas por las CTMs de MO, fue posible
identificar la presencia de cartilago hialino en un 90%, el cual se caracterizé por la
formacion de pequefios grupos localizados en una misma area y rodeados por matriz
extracelular, mostrando una coloracién grisacea con la tincién de Tricromico de Masoén
(Figura 5B). De la misma forma se pudo observar la diferenciacion hacia cartilago
fibroso en un 10%, el cual se caracteriz6 por la formacion de fibras de colageno (Figura
5B). Las CTMs de MO cultivadas en ausencia de medio inductor no fueron capaces de
crecer en sistema de micromasa y no pudieron diferenciarse hacia el linaje

condrogénico.

Al igual que las CTMs de MO, aquellas provenientes de PL también se
diferenciaron hacia condrocitos, produciendo mucopolisacaridos, que fueron
evidenciados por la tincion positiva de Azul Alciano (Figura 5C). Al realizar la tincion
con Tricromico de Mason se observd en los cortes de micromasas la formacion de
cartilago hialino en un 85% y un 15% de cartilago fibroso (Figura 5D). De la misma
forma que en MO, cuando las CTMs de PL fueron cultivadas en ausencia de medio
inductor estas no pudieron crecer en micromasa y no fueron capaces de diferenciarse

hacia condrocitos.

Las CTMs de VCU fueron capaces de diferenciarse hacia condrocitos y de la
misma forma que las CTMs provenientes de MO y PL también produjeron
mucopolisacaridos los cuales fueron identificados con la tincion de Azul Alciano (Figura
5E). Al observar los cortes de micromasa se encontré la formacion de cartilago hialino

en un 80% y un 20% de cartilago fibroso con la tincion de Tricromico de Masén (Figura
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5F). En estas células tampoco se observo la formacion de micromasa en ausencia de
medio de induccién condrogénico y por lo tanto no hubo diferenciacion hacia el linaje

condrogénico.

Estos resultados indican que las CTMs de PL y VCU tienen la capacidad de
crecer en forma de micromasa y diferenciarse hacia el linaje condrogénico al ser
cultivadas en medio inductor de la misma manera que las CTMs de MO, ademas el tipo
de cartilago se presenta en proporciones similares en CTMs provenientes de las tres

fuentes.

"~

F B e g 3% 1 D F
Figura 5. Diferenciacion condrogénica de las CTMs de MO, PL y VCU. Se indica la diferenciacion
condrogénica por la presencia de mucopolisacaridos evidenciados por la positividad a Azul Alciano en
MO, PL y VCU (A, C vy E, respectivamente) 20x. El tipo de cartilago fue analizado por la morfologia
celular y el colageno producido en las micromasas de CTMs a partir de MO, PL y VCU (B, D y F,
respectivamente) 20x. (Imagenes representativas).
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6. Capacidad de Diferenciacion Neural y Expresion de Proteinas
Neurales en CTMs de MO, PL y VCU.

Previamente se ha reportado la presencia de genes neurales en células troncales
estromales no diferenciadas (Tremain et al, 2001; Woodbury et al, 2002). Ademas la
expresion de proteinas neuronales ha sido detectada en CTM no inducidas (Tondreau
et al, 2004). En el presente estudio se detectd un tipo celular adherente con
extensiones citoplasmicas tipo neurita que correspondié a un 1%-6.2% de células
mesenquimales en cultivos de las tres fuentes. Este hallazgo sugiri la presencia de

subpoblaciones mesenquimales con caracteristicas neurales.

Para determinar la capacidad de expresion de proteinas neurales de CTMs de
MO, PL y VCU se cultivaron estas células en ausencia o presencia de medio de
diferenciacion neural Neurocult (Battula et al, 2007) por 10 dias. La expresion de
proteinas neurales se evalu6 por medio de inmunofluorescencia y microscopia confocal.
Las proteinas analizadas fueron: Nestina, que se expresa en células neurales
inmaduras; Neurofilamento-200 (NF-200), Proteina 2 Asociada a Microtubulos (MAP2) y
Proteina de Nucleo Neuronal (NeuN), todas expresadas en células neuronales

maduras; y Proteina Acida Glial Fibrilar (PAGF), proteina expresada por astrocitos.

En las CTMs de MO se expresaron las 5 proteinas neurales en un rango del 2%
al 4% de las células cultivadas en ausencia de medio inductor. Cuando las células
fueron estimuladas con medio de induccidon neural, el porcentaje de células que
expresaron las proteinas se incremento de forma significativa, siendo del 24% para
Nestina, 58% para NF, 35% para MAP2 y 24% para NeuN, exceptuando a PAGF el cual

solo se expreso6 en el 3% de las células (Figura 6).

También en las CTMs provenientes de PL se expresaron las 5 proteinas
neurales en un rango del 3% al 6% cuando las células fueron cultivadas en ausencia de
medio de induccion neural. De la misma forma que en MO, cuando las células son
cultivadas en medio inductor se incrementa el porcentaje de células que expresan estas
proteinas, 15% para Nestina, 27% para NF, 32% para MAP2, 10% para NeuN y 15%
para PAGF (Figura 6).
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Figura 6. Expresion de proteinas neurales en CTMs de MO, PL y VCU. Las CTMs fueron tefiidas con
anti-Nestina, anti-NF-200 Kd, anti-NeuN y anti-MAP2 (todas para células neurales) y como anticuerpo
secundario se uso un IgG-Alexa 450 cabra anti-ratén. La expresion de GFAP (marcador de astrocitos) se
realizé con anticuerpo anti-GFAP y como anticuerpo secundario se uso un IgG-FITC cabra anti-conejo.
Para analizar las células se contratifié con ioduro de propidio y se analiz6 con un filtro de rodamina (rojo).
Los valores se muestran en porcentajes de células positivas para las proteinas correspondientes en
ausencia o presencia de medio inductor (20X). (Iméagenes representativas).
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En los cultivos de CTMs de VCU sin induccion se observé la expresion de las 5
proteinas neurales analizadas en un rango de 5% al 10%. Al igual que en aquellas
provenientes de MO y PL cuando se estimulan las células con medio inductor se
observo un incremento en la expresion de las proteinas, 11% para Nestina, 25% para
NF, 29% para MAP2 y 25% para PAGF, excepto en NeuN en la cual no se observd
ningun incremento ya que se mantuvo el 7% observado en aquellas células que no

fueron inducidas (Figura 6).

En las tres fuentes se observd un incremento en la expresion de las proteinas
neurales analizadas, con excepcion de PAGF en CTMs provenientes de MO la cual solo
se incremento en un 1%, Nestina en CTMs de VCU, que al igual que aquellas de MO
solo presentaron un incremento de 1% y en el caso de NeuN la cual no presenté ningan
incremento ya que se mantuvo el mismo porcentaje de expresion tanto en células no
inducidas como en células inducidas. Para Nestina se observo un incremento mas
significativo en MO (de 3% a 24%) que en PL y VCU (de 3% a 15% y de 10 a 11%
respectivamente). En el caso de NF se observé un mayor aumento en su expresion en
CTMs de MO (de 4% a 58%) que en aquellas de PL y VCU (de 5% a 27% y de 7% a
25% respectivamente); en MAP2 el incremento fue similar tanto para las células
provenientes de MO como para las de PL y VCU (de 3% a 35%, de 6% a 32% y 5% a
29% respectivamente); en NeuN el incremento fue mayor en CTMs de MO (de 4% a
24%) que en aquellas provenientes de PL (de 5% a 10%) y VCU (sin incremento), sin
embargo el incremento en GFAP fue significativamente mayor en PL y VCU (de 3% a
15% y de 7% a 25% respectivamente) que en MO (de 2% a 3%; Figura 6). Estos datos
nos indican diferencias entre las CTMs de MO, PL y VCU en la capacidad de induccién
hacia células neurales. En las células cultivadas en ausencia de medio inductor no se

encontraron diferencias significativas entre las tres fuentes.

Los resultados obtenidos muestran que las CTMs provenientes de MO, PL y
VCU son capaces de expresar proteinas neurales en ausencia de inductores y de
incrementar la expresion de dichas proteinas cuando se exponen a un medio inductor

neurogeénico adecuado.
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VIl. DISCUSION

En los dltimos 10 afios las células mesenquimales han generado gran
expectativa tanto en el area bioldgica como clinica. Esta poblacién no solo es ideal
para el estudio de mecanismos moleculares que llevan a cabo la diferenciacion celular
sino que representan una alternativa potencial para el tratamiento de desordenes
metabdlicos y condiciones en las cuales se requiere de reparacion en algun tejido, area
en la cual ya estan siendo aplicadas como en infarto al miocardio y osteogénesis
imperfecta (Yang et al, 2007; Horwitz et al, 2002).

Debido a que la Médula Osea (MO) es la fuente principal de Células Troncales
Mesenquimales (CTMs), son éstas las que mas se han estudiado. Existen evidencias
de la presencia de células mesenquimales en Placenta (PL) y Vena de Cordon
Umbilical (VCU; in't Anker et al, 2004; Lee et al, 2004; Soncini et al, 2007; Covas et al,
2003; Panepucci et al, 2004), sin embargo, aun no esta claro en que difieren de las
células provenientes de MO, especialmente en términos bioldgicos, debido a que
aquellas de MO ya se encuentran en uso clinico. Es por esta razén que en la presente
tesis se obtuvieron CTMs de las tres fuentes distintas - MO, PL y VCU - y se realiz6 un

estudio comparativo de morfologia, inmunofenotipo y potencial de diferenciacién.

Las CTMs derivadas de MO se obtuvieron mediante el método de seleccion
negativa (RosetteSep®;STI), el cual es superior a aquellos en los que solo se utiliza un
gradiente de Ficoll o Percoll (Pittenger et al, 1999; Colter et al, 2000; Flores-Figueroa et
al, 2008), dado que pudimos obtener capas de CTMs en el 100% de las muestras
procesadas. Asimismo, el porcentaje de obtencion de CTMs en PL fue del 100% al
igual que en MO y aunque la frecuencia de CTMs en PL fue menor que en MO, la
podriamos considerar como una fuente adecuada de este tipo células. Por su parte,
nuestros datos sefialan un bajo porcentaje de obtencion de CTMs en VCU (10%), no
obstante hay publicaciones en donde indican un porcentaje de obtencion del 100%
(Secco et al, 2008) aunque su metodo de obtencion es similar al nuestro probablemente
el hecho de que los lavados de la VCU se realizaron con DMEM-BG 10% SFB fue
crucial en el proceso ya que en tanto en nuestra metodologia como en la de otros
grupos estos lavados se realizan ya sea con soluciones salinas o con distintos medios
de cultivo no adicionados con SFB, sin embargo otros investigadores al igual que
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nosotros reportan porcentajes bajos (Lu et al, 2006) y algunos no reportan esta
caracteristica (Romanov et al, 2003) la cual es importante en el andlisis de las
caracteristicas biolégicas de esta fuente alternativa. Estos resultados en conjunto,
apoyan los reportes previos de la presencia de CTMs en tejidos de origen fetal, ademas
de aquellos que indican su localizacion en vasos sanguineos (Covas et al, 2003; Covas
et al, 2005; in’t Anker et al, 2004; Soncini et al, 2007).

En lo que se refiere a la frecuencia, nuestros resultados coinciden con los
reportes previos que sefialan que se encuentran de 1 a 20 CTMs por cada 10° CMN
(Castro-Malaspina et al, 1980; Simmons y Torok-Storb, 1991) en MO, y en este estudio
se obtuvo 1 CTM/0.030 x10°> CMN. Sin embargo, en el caso de PL y VCU no existen
reportes en cuanto a la frecuencia de CTMs; en el presente trabajo se encontré que
para PL la frecuencia es de 1 CTM/8 x 10° CMN y en el caso de VCU no fue posible
evaluar esta caracteristica ya que la técnica utilizada desprende la matriz de la vena del
cordon umbilical en la cual se encuentran embedidas las células por lo que el conteo
celular no es confiable. Para las resiembras posteriores se sembraron 20,000 CTMs/ml

0 2,000 CTMs/cm? en los cultivos de las tres fuentes analizadas.

Se ha observado que las CTMs proliferan con mayor rapidez y ademas de
retiener su potencialidad cuando se cultivan a bajas densidades (Sekiya et al, 2001).
La densidad 6éptima de siembra es de 1x10°® a 0.4x10° CTMs/cm? (Friedenstein et al,
1970; McBride et al, 2003), por lo que la densidad de siembra utlizada en el presente
estudio es ideal (2,000 CTMs/cm?).

En los experimentos realizados en la presente tesis se utilizo un medio de cultivo
gue constaba de DMEM-LG suplementado con 15% de SFB 100 U/ml de penicilina, 100
Mg/ml de estreptomicina y 2 mM de L-glutamina y se mantuvieron en incubacion a 37°C
en una atmosfera humeda al 5%, las cuales son condiciones usadas comunmente para
CTMs provenientes de MO y PL y que han arrojado resultados favorables en cuestiones
de expansion de CTMs de estas dos fuentes; en el caso de VCU, algunos autores
sefialan el uso de distintos factores de crecimiento como el Factor de Crecimiento
Vascular Endotelial (VEGF; Covas et al, 2003) esto para que las células obtenidas de la
vena de corddn umbilical sean capaces de adherirse y expanderse, otras no refieren el

uso de factores de crecimiento adicionales a los ya presentes en el medio de cultivo y
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sin embargo reportan un 100% en el porcentaje de obtencion (Secco et al, 2008), en el
caso de las CTMs obtenidas de VCU en este estudio el porcentaje de obtencion fue
bajo (10%) como se habia mencionado anteriormente y aunque fuimos capaces de
expandir las CTMs provenientes de esta fuente, probablemente se deben hacer algunas
variaciones en el método de obtencion (como el uso de un medio enriquecido para
realizar los lavados de la VCU despues del tratamiento enzimatico) o la adicién de

factores de crecimiento en el medio de cultivo.

No obstante las evidencias mostradas, hoy en dia tanto PL como VCU adn son
consideradas fuentes controversiales de CTMs debido a que no se conoce con
exactitud su biologia y de que manera difieren de aquellas provenientes de MO, aunque
en el caso de la PL hay estudios que indican que las CTMs son la principal fuente de
células maduras (tanto hematopoyéticas como de otros tipos) durante el desarrollo
placentario (Gude et al, 2004; Demir et al, 2006), por lo qgue seguramente persisten a lo
largo de la gestacion. Ademas, durante el desarrollo de la PL hay varias transiciones de
células epiteliales a mesenquimales y viceversa, las cuales son esenciales para la
migracion celular durante el desarrollo placentario (Vicovac y Aplin, 1996), lo que apoya
las teorias de transdiferenciacion y rediferenciacion de las CTMs y que confirma que
este tipo celular es capaz de retener su troncalidad una vez que esta diferenciada y/o
comprometida hacia determinado linaje, ademas de que responden al estimulo y
necesidades del microambiente en el que se encuentran (Song y Tuan, 2004; Baskh et
al, 2004).

La presencia de CTMs en VCU puede deberse a que son parte importante del
proceso de formacién del cordon umbilical y probablemente estan presentes a lo largo
del desarrollo embrionario (Jirasek, 2004). Sin embargo, existe la polémica que han
causado los llamados “pericitos” localizados en los vasos sanguineos y a partir de los
cuales se ha propuesto la teoria de que todas las CTMs son pericitos, pero no todos los
pericitos son CTMs, lo cual apoyaria la hip6tesis que supone que las CTMs estan
adheridas a las paredes de los vasos sanguineos y que migran hacia los distintos
tejidos respondiendo a estimulos especificos (da Silva Meirelles et al, 2008). Para
confirmar lo anterior, se han realizado estudios donde se purifican pericitos con el
inmunofenotipo CD146°CD34 CD45CD56°, se expanden e inducen hacia los linajes
osteogénico, condrogénico, adipogénico y miogénico in vitro (Caplan, 2007).

68



De igual forma, otros estudios indican un claro nexo entre las CTMs y los
pericitos ya que ambos tipos de células presentan caracteristicas similares de
inmunofenotipo y potencial de diferenciacion (Caplan, 2007; Crisan et al, 2008). En uno
de estos estudios se realizé una busqueda de células que presentan caracteristicas
tanto de pericitos como de CTMs en distintos tejidos adultos y fetales; se obtuvieron
células con el inmunofenotipo CD146"NG2"PDGFRB*ALP'CD34 CD45VWF CD144’, el
cual es caracteristico de pericitos, y estas fueron capaces de diferenciarse hacia
adipocitos, osteoblastos, condrocitos y cardiomiocitos ademas de ser positivas para los
marcadores caracteristicos de CTMs CD73, CD90 y CD105. Ademas para descartar
gue los marcadores estudiados hayan sido adquiridos en cultivo, se realizé6 un andlisis
de estos mismos antigenos en células recién obtenidas y se observo que dichas células
también expresaban estos antigenos; los resultados anteriores apoyan la hipotesis de

gue todas las células mesenquimales son pericitos (Crisan et al, 2008).

Como se ha mencionado antes se cree que no todos los pericitos son CTMs, lo
cual supone que los primeros tienen un origen mesenquimal y por lo tanto, aquellos
pericitos con inmunofenotipo caracteristico de CTMs y capaces de diferenciarse hacia
osteoblastos, adipocitos y condrocitos son los mas inmaduros y aquellos que no
muestran estas caracteristicas son los mas maduros (Nehls y Drenckhahn, 1993). En
este mismo contexto se debe mencionar que las CTMs son capaces de diferenciarse
hacia células endoteliales y secretan factores angiogénicos como VEGF vy
Angiopoyetina-1 (Phinney, 2007), lo cual junto con el soporte de vasos y capilares

sanguineos son las principales funciones de las células periciticas.

La morfologia presente en los cultivos de CTM de MO, PL y VCU fue analizada
en detalle y se observé la presencia de tres tipos celulares distintos, los cuales fueron
nombrados dependiendo de sus caracteristicas morfolégicas principales: grande o
larga, fibroblastoide y neuritica. Trabajos previos reportan la existencia de los tipos
celulares grande y fibroblastoide (Marcov et al, 2007), lo cual indica una heterogeneidad
en la morfologia, sin embargo, no se habia reportado la presencia de células con
morfologia neural en cultivos de CTMs provenientes de PL y VCU. Investigaciones
realizadas en este laboratorio ya habian sefalado la presencia de al menos dos
subpoblaciones en los cultivos de CTM provenientes de MO: una que consiste de

células muy delgadas y en forma de huso y otras granulares y mas grandes (Flores-
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Figueroa et al, 2005). Otros autores ya habian hecho las mismas observaciones
(Prockop et al, 2001; Colter et al, 2001). Ademas también se distinguieron cinco
subtipos morfolégicos entre las células fibroblastoides: romboide, lamelopodia-
lamelopodia, lamelopodia-filopodia, filopodia-filopodia y triangular, sin embargo adn no

se sabe si estos tipos morfolégicos tienen alguna relacion con la funcionalidad celular.

Respecto al inmunofenotipo de las CTMs de las diferentes fuentes, no
detectamos la expresion de marcadores hematopoyéticos (CD34, CD45, CD62L, CD14)
y del marcador endotelial CD31. Sin embargo, se detectaron algunas diferencias en el
perfil de expresion de antigenos entre las CTMs de MO y aquellas de PL y VCU. Los
marcadores caracteristicos de CTMs CD73, CD90 y CD105 no presentaron diferencias
significativas, aunque en el caso de CD90 las CTM provenientes de PL y VCU
presentaron una variacion de 35% a 78% y de 38% a 96% respectivamente, por lo que
probablemente este marcador no deberia ser considerado como caracteristico de CTMs
de estas dos fuentes. En lo que se refiere a CD105 las células de VCU presentaron
una variacion aun mayor que va desde 24% a 94% por lo que al menos en VCU este
marcador tampoco deberia se considerado caracteristico. De manera interesante en
las células provenientes de las tres fuentes, se observd una expresion alta y
homogénea del marcador CD13. Al respecto, un estudio realizado en nuestro
laboratorio también indic6 que las CTMs de Sangre de Corddén Umbilical (SCU)
presentan una expresion alta y uniforme de este marcador, por lo que sugerimos que
CD13 se puede considerar como un antigeno caracteristico de CTMs, ya que hemos
detectado su expresion alta y homogénea en las cuatro fuentes que analizamos en este
laboratorio (MO, PL, VCU y SCU). Ademas una de las funciones biolégicas de CD13 es
controlar el crecimiento y diferenciacion celular, por lo que probablemente tiene un
papel clave durante el proceso de maduracion de las células mesenquimales hacia los

diferentes linajes dado el alto potencial que estas poseen.

Otro antigeno que presentd una expresion alta (aunque no homogénea) fue
CD44, el cual es el receptor del &cido hialurénico que se asocia con la migracién y
proliferacion de células mesenquimales no diferenciadas, ademas es regulador de
tejidos conectivos como tendones y cartilagos los cuales tienen un origen mesenquimal,
no se observaron diferencias significativas en la expresion de este antigeno entre las

diferentes fuentes aunque las CTMs de PL presentaron variacion alta (86£29%). Otro
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antigeno con una expresion alta fue CD166, involucrado en la extension de neuritas y
gue ademds actia como molécula de adhesion en el sistema nervioso, puede estar
relacionado con el potencial neural de las CTMs. Por su parte CD58 que se expresa en
células endoteliales, epiteliales y fibroblastos (tipos celulares hacia los cuales son
capaces de diferenciarse las CTMs), presentd una expresion variable en MO y PL, lo
cual sugiere capacidades distintas en el potencial de diferenciacion entre las CTMs de
estas fuentes para diferenciarse hacia los tipos celulares mencionados.

Se encontraron diferencias significativas en la expresion de CD49b y CD54, ya
gue se detecto una expresion mas alta en PL y VCU que en MO en ambos casos.
Ambas moléculas estan involucradas en la angiogénesis por lo que podemos decir que
tanto PL como VCU, probablemente tienen mayor capacidad de diferenciacion
endotelial y esto coincide con la ubicacién de ambas, ya que las CTMs de PL participan
en la angiogénesis y vasculogénesis a lo largo del desarrollo placentario (Demir et al,
2006) y en el caso de VCU se confirman las teorias que sefialan que todas las CTMs
son pericitos pero no viceversa y que su nicho principal son las paredes de los vasos
sanguineos (da Silva Meirelles et al, 2008), ya que CD54 también es un marcador
caracteristico de pericitos. Por otro lado la expresibn de CD54 es constitutiva en
células epiteliales, lo que coincide con las transiciones celulares de epitelio a células
mesenquimales y viceversa durante el desarrollo placentario (Vicovac y Aplin, 1996).
Ademas se ha descrito que este antigeno es capaz de inhibir la respuesta inmune
(Buckley y Simmons, 1997 ), por lo que se podria pensar que CTMs de PL y VCU
pudieran tener una mayor capacidad inmunosupresora que aquellas provenientes de
MO.

Con respecto a PDGFR-B, el cual es un marcador involucrado en el proceso de
vasculogénesis, no se encontraron diferencias significativas entre las CTMs
provenientes de MO y PL, sin embargo, las muestras de PL presentaron grandes
variaciones y en el caso de VCU se observo una expresion baja, lo que indica que
aunque las CTMs provenientes de VCU tienen una alta capacidad angiogénica, no son
capaces de inducir la formacion de vasos sanguineos a partir de los ya existentes, esto
debido probablemente a que la VCU es solo provisional y una vez formadas tanto la

vena como las arterias umbilicales, no se requiere de la formacion de nuevos capilares
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0 vasos sanguineos a partir de estos durante la gestacion, a diferencia de aquellas de
MO y PL, las cuales quizd deban formar nuevos vasos sanguineos durante la
gestacion, sobre todo en el caso particular de PL o bien sean requeridas para la
reparacion de vasos o capilares sanguineos durante la vida adulta en el caso de MO,
razon por la cual las CTMs de estas fuentes presentan una mayor expresion de este

marcador, que aquellas provenientes VCU.

En el caso de CD10 no se observaron diferencias significativas entre CTMs de
MO y VCU, pero si de ambas con aquellas de PL, dichas diferencias pudieran ser
explicadas debido a la localizacién de las CTMs en las tres fuentes, dado que CD10 es
un marcador de células endoteliales vasculares relacionadas con la vena umbilical y el
nicho vascular en MO a diferencia PL cuyas células probablemente se encuentran

alrededor de todo el tejido y no solo en sitios vasculares.

c-kit es un antigeno caracteristico de CTH (Ashman et al, 1991) y células
embrionarias (Galli et al, 1994); regula la proliferacion, diferenciacion y adhesion celular
ademas de la apoptosis (Adachi et al, 1992, Ashman, 1999; Tsuura et al, 1994).
Respecto a este antigeno se observd una expresion mas alta en CTMs de PL (hasta
32%) que en aquellas de MO (hasta 19%) y las provenientes de VCU (hasta 4%)
mismas que presentaron la menor expresion de este marcador. Lo anterior nos sugiere
gue las CTMs de PL podrian ser mas primitivas que las células de MO y VCU. Por su
parte CD133 se encontré en una expresion baja en CTMs provenientes de las tres
fuentes, lo que coincide con el hallazgo de células con morfologia neural (de 1 a 6%),
ya que este es un marcador usado para obtener células troncales neurales (Uchida et
al, 2000; Tamaki et al, 2002), lo que probablemente indica la presencia de una

subpoblacion celular comprometida hacia este linaje positiva para este marcador.

Aunque existen reportes que sefialan que STRO-1 es un marcador de CTMs
(Simmons y Torok-Storb, 1991) este no es considerado como antigeno general de
dichas células debido a que no se conoce su contraparte murina; la expresion de
STRO-1 no es exclusiva de CTMs, ya que tambien se expresa en eritrocitos, su
expresion en CTMs se pierde durante la expansion en cultivo (Gronthos et al, 2003) y
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se ha observado que su capacidad de migracion esta relacionada a la expresion de
este marcador: las CTMs negativas son capaces de injertar en la MO y mantienen la
hematopoyesis y aquellas positivas para STRO-1 migran e injertan en tejidos distintos
a la MO tales como musculo y pulmén (Bensidhoum et al, 2004); es debido a lo anterior

gue en la presente tesis no se analizo la presencia de este antigeno.

A pesar de los estudios que demuestran un nexo entre los pericitos y las CTMs
(Caplan, 2007; Crisan et al, 2008; da Silva Meirelles et al, 2008), aln existe controversia
entre estos dos tipos de células y el origen de ambas asi como si forman parte del
mismo linaje o tienen la misma capacidad de diferenciacion, uno de los principales
marcadores para células periciticas es CD146 y no obstante aquellas células positivas
para este marcador han mostrado tener caracteristicas de tipo mesenquimal (morfologia
fibroblastoide; positividad para CD70, CD93 y CD105 asi como capacidad de
diferenciacion osteogénica, adipogénica y condrogénica) aun existe controversia sobre
si este marcador debe ser usado en la caracterizacion de CTMs debido a que se ha
observado que se pierde durante la expansién en cultivo (Delorme et al, 2008) y
ademas se expresa solo en subpoblaciones de CTMs (Purton et al, 1996) por lo que no

se determiné este antigeno en el presente trabajo.

El andlisis inmunofenotipico realizado en este estudio puede ser un comienzo
para la descripcion mas detallada de las CTMs y su biologia, ademas de proporcionar
una nocién mas clara del tipo de terapia en el que pueden ser usadas las células de
cada una de las diferentes fuentes, ya que estas han recibido cierta influencia del
microambiente del tejido del cual fueron obtenidas.

Con respecto a la caracterizacion funcional, se determiné la capacidad de
diferenciacion de CTMs de las tres fuentes en adipocitos, osteoblastos y condrocitos.
Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de diferenciacion hacia los tres
linajes de las CTMs de las fuentes estudiadas. En el caso concreto de la adipogéneis
se observé que de las cinco muestras de PL que fueron cultivadas con medio
adipogénico solo se formaron adipocitos en dos de las muestras analizadas y aunque

en el resto de las muestras no se observo la presencia de adipocitos si fuimos capaces
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de observar vacuolas lipidicas en las mismas, las cuales se evidenciaron con la tincion
positiva para Rojo Oleoso y que coincide con lo que otros autores han encontrado
(lgura et al, 2004; Battula et al, 2007). En particular las CTMs de las tres fuentes fueron
homogéneas con respecto a la formacion de cartilago, ya que todas formaron en su
mayoria cartilago hialino (indicado por la presencia de un mayor numero de células que
de fibras de colageno en la tincion con Tricromico de Masoén), lo que nos puede dar una
idea del tipo de terapia para la que pueden ser utilizadas las CTMs provenientes de MO,
PL y VCU, ya que, la funcién principal del cartilago hialino es de soporte a los tejidos
0seos. AUn no se sabe a ciencia cierta si esta capacidad de trilinaje es intrinseca de
todas las poblaciones mesenquimales o si existen ciertas subpoblaciones
comprometidas hacia uno o dos linajes, ademas se ha propuesto que las células
mesenquimales provenientes de cualquier fuente tienen una marcada tendencia hacia
el linaje osteogénico, aun cuando no reciben ningun estimulo de esta clase (Pittenger et
al, 1999), lo cual también pudimos observar en este estudio, ya que los cultivos de
CTMs de las tres fuentes que no fueron expuestos al medio osteogénico fueron

capaces de depositar calcio.

En los cultivos de CTMs provenientes de las tres fuentes, se observé una
subpoblacién de células con morfologia neuritica. La presencia de estas células
sugiere que probablemente esta subpoblacion puede tener caracteristicas neurales aun
sin haberse expuesto a ningun tipo de induccién. Para apoyar esta nocién se analizo la
presencia de marcadores neuronales (nestina, neurofilamentos, MAP2 y NeuN) y de
astrocitos (PAGF) en las CTMs de todas las fuentes y se demostré la expresion de
dichos marcadores tanto en células en ausencia de estimulo neural, como en aquellas
cultivadas en presencia de inductores. Estudios previos en CTMs provenientes de MO
ya habian demostrado la presencia de genes neurales y la expresidén de proteinas aun
en ausencia de algun inductor neural (Tondreau et al, 2004; Minguel et al, 2005;
Blondheim et al, 2006), sin embargo en el presente estudio demostramos ademas su

expresion en CTMs provenientes de PL y VCU.

La MO esta inervada por tejido nervioso y terminales nerviosas eferentes que se
anclan al basamento de la membrana adyacente a las células adventicias peri-arteriales
(las cuales pueden ser CTMs) y terminan directamente en las células adventicias
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reticulares. Estas células estromales se comunican mediante uniones gap formando un
circuito llamado “complejo neuro-reticular” mediante el cual las células pueden
interpretar las sefiales del sistema nervioso que regula la hematopoyesis (Weiss, 1976;
Yamazaki y Allen, 1990). La homeostasis del tejido 6seo también es controlada por
hormonas y neuropéptidos (Lemer, 2002) y es regulada de manera circadiana por el
sistema nervioso simpatico (Fu et al, 2005). Por lo tanto, la asociacién intima del hueso
y la MO con el sistema nervioso provee una razon para la expresion de varias clases de
proteinas neuro-reguladoras (Phinney, 2007). Ademas estas proteinas mantienen la
integridad del sistema nervioso in vivo y el crecimiento de las fibras nerviosas en el
hueso y la MO durante el crecimiento y la remodelacion del tejido, asimismo las
neurotrofinas afectan el crecimiento y diferenciacién de las células hematopoyéticas
(Matsuda et al, 1988; Simone et al, 1999; Schuhmann et al, 2005). También se ha
comprobado que el GM-CSF es capaz de inducir y potenciar la diferenciacion neural
(Lin et al, 2007). Estudios en ratones demuestran que la microglia es continuamente
repoblada por células estromales de la MO (Davoust et al, 2008). Asimismo existen
reportes que indican que las células estromales expresan constitutivamente NGF y
Factor de Crecimiento Derivado de Cerebro (BDNF; Yaghoobi y Mahani, 2008).
Ademas se ha observado que la administracion intravenosa de células estromales de
MO en ratones después de un trauma cerebral incrementa la expresiéon de NGF y
BDNF, lo cual probablemente contribuye a la mejoria en las funciones neurolégicas de
estos animales. También se ha postulado que las células tipo mesenquimal provienen
de aquellas células neuroepiteliales postivas para Sox originarias de de la cresta neural
en un estado de desarrollo intermedio y no del mesodermo como se habia planteado
(Takashima et al, 2007). Estas células son reemplazadas por CTMs en etapas
posteriores del desarrollo. Nagoshi y cols. demostraron que las células derivadas de la
cresta neural migran a traves del torrente sanguineo a la MO (Nagoshi et al, 2008).
Todo lo anterior indica claramente que las CTMs presentes en la MO estan expuestas
continuamente a estimulos neurales, por lo que probablemente pueden estar de alguna
forma mas predispuestas hacia el linaje neural que aquellas provenientes de PL y VCU,
aunque antes de la induccion no hayamos podido detectar un alto porcentaje en la
expresion de proteinas neurales, después de la exposicion al medio neurogénico se
observo un aumento mas significativo en esta expresion en las CTMs de MO (excepto

en PAGF, la cual solo aumento en un 1%) que en las provenientes de PL y VCU.
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Por los resultados obtenidos en estudios anteriores y en el presente, se ha
postulado la posible existencia de distintas subpoblaciones en los cultivos de CTMs, las
cuales pudieran estar comprometidas a un linaje en particular o bien tener
caracteristicas de multipotencialidad, que con el estimulo adecuado pueden ser
diferenciadas hacia varios linajes dependiendo de los factores de induccidn presentes

en el medio.

Lo anterior evidencia que las poblaciones de CTMs son heterogéneas con
respecto a su capacidad de autorenovacion y potencial de diferenciacién ya que se ha
propuesto que (al menos en MO), la poblacion de CTMs no solo contiene Células
Troncales Mesenquimales “putativas” sino también contiene varias subpoblaciones en
distinto estado de diferenciacion. Segun este modelo las CTMs constituyen una
poblacién primitiva de células troncales; estas células multipotenciales tienen una
capacidad limitada de autorenovaciéon y dan origen a tipos celulares especificos con un
fenotipo completamente diferenciado. Asi, las CTMs multipotentes son eventualmente
depletadas de la poblacion mesenquimal durante un cultivo a largo plazo debido a su
baja frecuencia en relacion a los fenotipos mas diferenciados, los cuales tienen una
mayor presencia (Baksh et al, 2004). Con la finalidad de dilucidar este fenémeno, se
deben llevar a cabo estudios que involucren tanto andisis inmunofenotipicos, como de
ADN vy de diferenciacion en poblaciones mesenquimales que hayan sido previamente

sometidas a seleccion positiva para marcadores especificos de los distintos linajes.

A pesar de que varios autores han reportado la presencia de CTMs en PL y VCU
aun existe controversia, debido a que se han utilizado distintos métodos de obtencion y
de cultivo, ademas la mayoria de los estudios en los cuales se han obtenido CTMs de
VCU no indican el porcentaje de obtencién, por lo que es urgente estandarizar los
meétodos de obtencion y cultivo de estas células en ambas fuentes ya que

probablemente no es posible hacer comparaciones en estas condiciones.

En el caso de la PL se ha reportado que el comportamiento en cultivo de las
células provenientes de este tejido depende del método de obtencion, ya que solo es
posible aislar CTMs de PL usando disgregacion tanto enzimatica como mecanica asi
como disgregacion enzimatica en dos fases con el uso de dos enzimas diferentes (Rus

et al, 2011). Sin embargo, en los estudios realizados anteriormente y la presente tesis
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se ha observado que la disgregacion enzimatica (con una sola enzima) y la

disgregacion mecéanica son suficientes para obtener CTMs del tejido placentario.

En el presente trabajo se ha confirmado la presencia de CTMs en PL y VCU
como fuentes alternativas a la MO. Es interesante que aunque ambos tejidos son de
origen fetal, el porcentaje de obtencién de CTMs en VCU sea significativamente mas
baja que en PL, lo que sugiere que la PL es una fuente mas adecuada que VCU para
obtener este tipo de células. Aun faltan estudios, principalmente en biologia basica,
para concluir que las CTMs de PL y VCU son una alternativa a las de MO, sin embargo
debido a que estos tejidos son accesibles y su obtencién no representa ningun tipo de
riesgo para el donador son ideales como fuentes de CTMs en lugar de la MO.
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VIIl. CONCLUSIONES

Se obtuvieron Células Troncales Mesenquimales (CTMs) de Placenta (PL) y
Vena de Cordon Umbilical (VCU) como fuentes alternativas a la Médula Osea (MO), lo
gue contribuye a la caracterizacion bioldgica de estas células en forma comparativa a

partir de las tres fuentes.

Las CTMs de PL presentaron el mismo porcentaje de obtencion que la MO
aunque se encontraron en menor frecuencia. En lo que respecta a las CTMs de VCU
estas presentaron un porcentaje de obtenciébn menor que la MO y la PL y no fue
posible determinar la frecuencia, ya que el método no permite realizar un conteo celular

confiable.

Se observo la presencia de subpoblaciones celulares morfolégicamente distintas

dentro de la poblacion total de CTMs provenientes de MO, PL y VCU.

La expresion de CD90 y CD105 no fue homogénea en CTMs de VCU, a
diferencia del antigeno CD13 el cual presenté una expresion alta y homogénea en las
tres fuentes, por lo que se puede proponer a este marcador como caracteristico de

CTMs de las tres fuentes estudiadas.

Las CTMs de PL y VCU presentaron una capacidad de diferenciacion similar a la
de la MO, asi como también fueron capaces de formar el mismo tipo de cartilago

durante la diferenciacion condrogénica.

Las CTMs provenientes de MO, PL y VCU expresaron proteinas neurales tanto
en presencia como en ausencia de un medio inductor neural, lo que sugiere la
existencia de una subpoblacién comprometida hacia el linaje neural aun antes de ser

inducidas hacia este linaje.

Por todo lo anterior se puede considerar que PL es una fuente alternativa de

CTMs mas adecuada que VCU.
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IX. PERSPECTIVAS

En el presente estudio se obtuvieron Células Troncales Mesenquimales (CTMs)
de Médula Osea (MO), Placenta (PL) y Vena de Cordén Umbilical (VCU), aunque el
porcentaje de obtencibn en VCU fue menor que en las otras dos fuentes,
probablemente se deba usar una segunda disgregacion enzimética o una enzima con
mayor capacidad catalitica que la que usamos, ello con el fin de romper el mayor
numero de uniones celulares y la cantidad de matriz extracelular, para incrementar el
namero de células obtenidas. Ademas seria interesante analizar las CTMs obtenidas
tanto de VCU como de MO y PL con marcadores especificos de pericitos para confirmar
las hipotesis que sefialan que todas las CTMs son pericitos.

También se encontraron subpoblaciones celulares morfolégicamente distintas
tanto en los cultivos de CTMs de MO como de PL y VCU, por lo que se podrian clonar
células de los distintos tipos morfoldgicos a partir de las tres fuentes estudiadas para
analizar sus caracteristicas biolégicas por separado y saber si hay alguna relacién entre
la morfologia y el potencial biolégico de las CTMs. Con respecto a las células
pequefias hay algunos estudios en los que se ha observado que CTMs de tamafio
pequefio presentan un alto potencial de proliferacién (Colter et al, 2000; Colter et al
2001; Smith et al, 2004; Lee et al, 2006; Marcov et al, 2007). Tomando en cuenta estas
referencias y de acuerdo a nuestros resultados, seria interesante realizar cinéticas de
proliferacion de las células pequefias y de las células con morfologia fibroblastoide y

grande, y analizarlas de manera comparativa entre ellas.

En el andlisis de expresién de marcadores de superficie celular de las CTMs, se
encontraron diferencias significativas en la expresion de rPDGF (marcador involucrado
con la proliferacion celular) y de CD54 (marcador altamente expresado en células
endoteliales). Sin embargo, no se sabe la relevancia bioldgica de las diferencias
significativas observadas en la expresion de estos dos marcadores, por lo que, para
analizar estas diferencias, podriamos cultivar CTMs de las tres fuentes en presencia de
PDGF y analizar de manera comparativa su potencial de proliferacion. Respecto a la
expresion diferencial de CD54, se podria analizar, también de manera comparativa, la

capacidad de diferenciacion hacia células endoteliales entre CTMs de MO, PL y VCU.
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En este estudio se encontro la presencia de una subpoblacién celular con la
capacidad de expresar proteinas neurales en ausencia de medio inductor neural dentro
de la poblacion de CTMs provenientes de MO, PL y VCU, asi como un incremento
significativo en el porcentaje de células que expresan estas proteinas neurales después
de ser estimuladas con medio de diferenciacion, sin embargo, para analizar la
capacidad funcional de las CTMs con potencial neural antes y después de estimularlas
con medio inductor, seria interesante purificar dichas subpoblaciones con base en su
morfologia neural o mediante la expresion de antigenos relacionados con células
neurales como el CD133 (Padovan et al, 2003), y posteriormente injertarlas en un
modelo in vivo, como se plantea en el modelo de lesiébn medular en rata, en donde se
emplean CTMs de MO para revertir el dafio medular (Kim et al, 2006; Deng et al,
2006), comprobando de esta forma su capacidad de diferenciacion hacia algun tipo de
célula neural in vivo, esto de manera comparativa entre las CTMs de MO, PL y VCU;
ademas también existen estudios que sefialan que las CTMs provenientes de MO sin
previa inducciébn son capaces de regenerar algunas funciones de pacientes con
Alzheimer y la enfermedad de Parkinson, de hecho hay un estudio con ratones a los
cuales se les dario la funcion cerebral para que fueran hemi-parkinsonianos, a los que
posteriormente se les inyectaron CTMs de VCU que presentaron una mejoria
significativa en los movimientos involuntarios que causa esta enfermedad (Weiss et al,
2006).
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