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Resumen

DEL MOLINO SOTELO CESAR OTHON, “EMPLEO DE CELULAS TRONCALES EN
EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES ARTICULARES Y
MUSCULOESQUELETICAS EN MEDICINA VETERINARIA”, ASESOR: MVZ. MC.

EDUARDO CARLOS SANTOSCOY MEJIA

En la mayoria de los mamiferos, después de la fertilizacién, los gametos forman una
sola célula llamada cigoto que inicialmente se divide en células idénticas, también
llamadas totipotenciales, que tienen la capacidad de formar 6rganos completos. Las
células multipotenciales se han detectado en diversos tejidos en el adulto. Las células
troncales mesenquimales o células madre mesenquimales residen en el compartimento
estromal de la médula ésea y fueron identificadas en un principio por Friedenstein y
Petrakova (1966). Una capacidad que tienen las células madre es la de dejar su tejido
“nido” y circular por el flujo sanguineo. Para poder expresar su programa de
diferenciacién, la célula madre circulante debe alcanzar el microambiente apropiado.
Las patologias ortopédicas como: fracturas, faltas de union, uniones demoradas,
defectos 6seos y enfermedades 6seas como osteonecrosis han sido tratadas a lo largo
de la historia con procedimientos quirdrgicos con injertos 6¢seos autdlogos o alogénicos,
que han mostrado resultados favorables para la mayoria de los casos (en cuanto a los
injertos autélogos). No obstante, debido al potencial de transmision de otras patologias
con el uso de injertos 6seos (VIH entre otros) la medicina regenerativa esta tomando un
lugar importante en el tratamiento de distintas enfermedades articulares vy
musculoesqueléticas. La terapia celular con células troncales, se refiere al uso de las
mismas para regenerar o sustituir células o los tejidos dafiados y restaurar la funcién
alterada por malformaciones congénitas, genéticas, enfermedades y traumatismos,
entre otros. Las células troncales pueden ser administradas via endovenosa o
directamente sobre el tejido dafiado (International society of stem cells therapies, 2013),
resultando de gran apoyo en los tratamientos antes mencionados, disminuyendo de

manera importante el riesgo de infeccion de enfermedades como VIH o hepatitis.



Introduccion

En la mayoria de los mamiferos, después de la fertilizacion, los gametos forman una
sola célula llamada cigoto. Inicialmente se divide en células idénticas referidas como
totipotenciales, que tienen el potencial de formar 6rganos completos. Estas células
totipotenciales forman una esfera hueca de células llamada blastocisto. Las células
que forman la pared interna del blastocisto son pluripotenciales y pueden formar
muchos tipos de células, sin embargo, no pueden dar origen a todas las células
necesarias para el desarrollo fetal. Estas células pluripotenciales pasan por procesos
subsecuentes de especializacidén, que las comprometen aun mas en cuanto a los tejidos

que formaran, volviéndose asi en células multipotenciales. "'°

Por lo tanto, el cigoto se situa al inicio del desarrollo embrionario mientras que las
células troncales somaticas se situan al inicio del (los) linaje (s) que componen un tejido

determinado. '

Las células multipotenciales han sido detectadas en una gran cantidad de tejidos en el
adulto. Generalmente no cambian su proceso de diferenciacién para formar células o
tejidos, sin embargo, diversos estudios han demostrado que existe “flexibilidad
inherente”, inclusive en aquellas que se han vuelto mas especializadas, y que por lo
tanto pueden ocurrir algunas circunstancias que las hagan capaces de diferenciarse en

distintos tipos de células.(Fig.1)"*>



Células troncales durante el desarrollo embrionario en mamiferos

Musculo Sangre Higado Pancreas Cerebro Piel.

Fig. 1. El cigoto (a) es una célula troncal totipotencial (da origen al embrién y a las estructuras extraembrionarias). Al
autorreplicarse, genera varias células idénticas a ella (b), las cuales constituyen el estado de moérula. En el estadio de
blastocisto (c), las células de la masa celular interna (d) corresponden a células troncales embrionarias
pluripotenciales (pueden formar células de cualquier tejido embrionario). Dichas células troncales embrionarias dan
lugar a células troncales de la linea germinal (e), o bien, a células troncales somaticas (f) de las tres capas
embrionarias: Ectodermo (ej. piel y cerebro) , endodermo (ej. higado y pancreas) y mesodermo (ej. sangre y
musculo). Pelayo R, Santa — Olalla J. Células troncales y medicina regenerativa. Universidad Nacional Auténoma de

México, México, D.F. 2011.



Una célula troncal debe cumplir con ciertos criterios funcionales, ya que éstas no
poseen caracteristicas morfolégicas que puedan distinguirlas del resto de las células del
tejido al que pertenecen. De acuerdo con esto, las células troncales se han definido
como células inmaduras no diferenciadas, con alta capacidad de autorreplicacion y que
pueden diferenciarse en uno o mas tipos de células especializadas con funciones

especificas en el organismo. "1®1"

Cuando una célula troncal se divide, por lo menos una de las dos células resultantes
conserva casi la totalidad de las caracteristicas biologicas de la célula original, es decir,
la célula troncal se ha autorreplicado, produciendo una nueva célula troncal. En algunos
casos, ambas células resultantes son células troncales, en otros, solo una de las dos
células generadas conserva las propiedades de “troncalidad”, mientras que la otra

pierde la capacidad de autorreplicarse (Fig. 2).""":



Definicién funcional de célula troncal

Fig. 2. Las células troncales son células inmaduras, no diferenciadas, que tienen la capacidad de
autorreplicarse (a) y de diferenciarse (b), dando origen a uno o mas tipos de células especializadas con
funciones especificas en el organismo (d). Entre las células troncales y las células maduras existen
poblaciones de células transitorias (c) que permiten la amplificacion de células maduras. Pelayo R, Santa —

Olalla J. Células troncales y medicina regenerativa. Universidad Nacional Autonoma de México, México, D.F. 2011.

Las células madre mesenquimales o células troncales mesenquimales (MSC,
Mesenchymal Stem Cells) se han aislado a partir de casi todos los érganos,
incluyendo la médula &sea, periosteo, tejido adiposo, tejido sinovial, tejido musculo

esquelético, sangre del cordén umbilical y sangre periférica. ' 18 13



Entre las células troncales y su progenie totalmente diferenciada, existen poblaciones
intermedias de células progenitoras/ precursoras, las cuales no son capaces de
autorreplicarse, poseen capacidades proliferativas limitadas y un restringido potencial
de diferenciacion. Una de las principales funciones de estas poblaciones intermedias es
incrementar el numero de células diferenciadas por cada division de las células

troncales.”

En resumen, las células troncales se definen por la capacidad de autorenovacion, es
decir, de producir células idénticas a la inicial (lo que permite el mantenimiento de la
poblacién de células troncales) y por el potencial para generar multiples y distintas

células diferenciadas. "¢ 17 18

Antecedentes

La presencia de células troncales no hematopoyéticas residentes en médula Osea
fueron mencionadas en un inicio por el patélogo aleman Cohnheim hace poco mas de
130 anos. En sus trabajos, se mencionaba la posibilidad de que la médula 6sea fuera
quizas la fuente de fibroblastos que depositaban las fibras de colagena como parte de

un proceso natural de reparacion de heridas.®

Las células troncales mesenquimales o células madre mesenquimatosas o
mesenquimales, que residen en el compartimento estromal de la médula 6sea fueron
identificadas en un principio por Friedenstein y Petrakova (1966) que aislaron células
progenitoras formadoras de hueso de la médula ésea de rata y las denominaron como
unidades formadoras de colonia de células similares a fibroblastos '°. Dichas células

tenian caracteristicas adherentes, clonogénicas, no fagociticas y de tipo fibroblastoide.
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(CFU-F, Cell — Forming Units — Fibroblasts) Debido a que la médula 6sea o las células
trabeculares 6seas tienen gran potencial osteogénico, ha sido muy practico por muchos
afios el obtener médula 6sea ya sea del esternén (humanos) o bien de la cresta iliaca

para utilizarse como injerto y poder asi estimular la reparacion ésea. ?°

El término de célula madre mesenquimal o célula troncal mesenquimal fue introducido
por Caplan, quien sugirié la existencia de una célula con potencial mayor a la descrita
por Owen (“célula primitiva con la capacidad de originar fibroblastos, células reticulares,
adipocitos y células osteogénicas”), la cual tiene la capacidad para diferenciarse hacia
multiples fenotipos mesenquimales como tejido adiposo, tendon, ligamento, musculo y

hueso, nombrando a este proceso mesengénesis (Fig. 3)." ">



Proceso de Mesengénesis que ocurre en una célula troncal mesenquimal
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Fig. 3. En el proceso de mesengénesis, las células MSC comienzan a proliferar, y posteriormente adquieren un
compromiso célular, el cual va a determinar el tipo de tejido que formaran. Pelayo R, Santa — Olalla J. Células

troncales y medicina regenerativa. Universidad Nacional Autonoma de México, México, D.F. 2011.

En la practica ortopédica en pequenas especies se han utilizado terapias celulares para
la reparacién 6sea empleando principalmente injertos 6seos autdlogos. En pequefas

especies, el uso del aspirado celular autélogo o de concentrado plaquetario para el



tratamiento de diversas afecciones ortopédicas, tiene como finalidad el estimular la

reparacion ésea.

En grandes especies se ha utilizado en la reparacion de fracturas y ha sido
complementaria en técnicas de artrodesis, sin embargo existen otras aplicaciones como

el tratamiento de quistes Oseos.

Existen factores importantes en los cuales la utilizacion de injertos ortopédicos o
tratamientos celulares se vuelven una alternativa con grandes beneficios,
principalmente en la pérdida de tejido, reparaciones deficientes, grandes areas de

tension o estrés, asi como infecciones.*

Los mecanismos activados para efectuar la reparacion 6sea son analogos al desarrollo
y formacion del hueso en sus primeras etapas (osteogenesis). La principal diferencia es
que la reparacién de una fractura es precedida por una respuesta inflamatoria e
incremento subsecuente en el aporte sanguineo en dicha regidn. La reparacion Osea
representa una serie de procesos que se sobreponen entre si, muy similares a la
reparacion de cualquier herida, en la cual se incluye un proceso inflamatorio, una fase
de reparacion y una fase de remodelacion. La fase de la inflamacion dura las primeras 2
o0 3 semanas después del momento de la lesidn y las respuestas celulares son
activadas para comenzar el proceso de reparacion osea y proteger el tejido de
cicatrizacion de alguna infeccién. El reclutamiento celular inicialmente lleva al remplazo
de hematoma en el sitio de fractura con tejido fibroso y de manera progresiva a matriz
cartilaginosa. A medida que la estabilidad en el sitio de fractura incrementa, la capa de

matriz cartilaginosa es remplazada por hueso por medio de osificacion endocondral,



tanto en el callo periéstico como endostial, dando como resultado la estabilidad
interfragmentaria. A continuacion se lleva a cabo un puenteo 6seo en el sitio de
fractura, en un periodo de meses o afos, y la fase de remodelacion se vuelve
dominante con una remodelacion osteonal para remplazar y vascularizar de manera

continua el nuevo hueso.

El reclutamiento de células mesenquimales estromales en el sitio de la fractura es
crucial para su reparacion. Dichas células residen en la médula 6sea en pequefias
densidades (1 por cada 100 000 células en la médula ésea aproximadamente). Otras
fuentes de células estromales incluyen las poblaciones de monocitos circulantes.
Muchas vias de sefalizacion durante la osteogenesis embrionaria que también se
involucran en el reclutamiento celular y la diferenciacion celular, se encuentran activos

en la zona de fractura durante el proceso de reparacion. (Fig. 4)
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Diferenciaciéon de una célula progenitora estromal mesenquimal
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Fig. 4. Los factores estimulantes se representan en color verde. Los productos genéticos se muestran de color rojo.

Milner et al. Stem Cell — based Therapies for Bone Repair. Stem Cells and Bone Repair (2011). Vet Clin Equine 27

(2011) 299 — 314. doi:10.1016/j.cveq.2011.05.002

La hipoxia y la ruptura vascular en el sitio de la fractura sirven como estimulos

adicionales a la diferenciacion celular y a la regeneracion 6sea. (Fig. 5)

11



Neovascularizacion desarrollada en un sitio de fractura
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Fig. 5. Esquema representativo de como la ruptura vascular y la hipoxia en el sitio de la fractura estimulan la
diferenciacion celular y la neovascularizacion. Estos procesos estimulan la movilizacion de células progenitoras
endoteliales circulantes que actuan directamente en la neovascularizacion y contribuyen de manera paracrina en la
reparacion. Milner et al. Stem Cell — based Therapies for Bone Repair. Stem Cells and Bone Repair (2011). Vet Clin

Equine 27 (2011) 299 — 314. doi:10.1016/j.cveq.2011.05.002
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La neovascularizacion es un proceso critico requerido para la reparacion 6sea. El
aporte sanguineo puede llevarse a cabo por medio de angiogénesis a partir de vasos
preexistentes al igual que por las células progenitoras endoteliales, que pueden actuar
de manera directa en la neovascularizacién asi como por medio de factores de
crecimiento secretados de forma paracrina como PMO, FCE vy el factor de crecimiento

de fibroblastos basico — 2 (FGF -2, Fibroblast Growth Factor 2)."°

La habilidad de las células estromales para sobrevivir y contribuir a la reparacién ésea
depende de factores como la estabilidad de los fragmentos, la vascularizacion, la

expresion de factores de crecimiento y otros factores celulares.

Algunas estrategias que minimizan la inflamacién en el sitio de la fractura y promueven
la neovascularizacion de manera rapida, pueden ayudar a facilitar las respuestas de las

células osteoprogenitoras y acelerar la reparacion.*

La EAD (ocasionalmente referida como osteoartritis) representa la mayor causa de
dolor crénico en perros en Estados Unidos de América, con mas del 20%, o bien de 10
a 12 millones de perros afectados (2008). >° Sin embargo, en gatos, es una enfermedad
dificil de detectar que se ha determinado que mas del 90% de gatos entre 6 meses y 20
afios presentan por lo menos una articulacion con signos radiograficos compatibles con

EAD.22, 23, 24,25.

Dicha enfermedad es progresiva y puede tener bajo grado de inflamacion que afecta
tanto a los tejidos articulares como a los tejidos periarticulares incluyendo la capsula
articular, el cartilago articular, el espacio sinovial y el hueso subcondral. Se ha aceptado

que la combinacion de factores bioquimicos y biomecanicos son los responsables de

13



ocasionar sinovitis y la degeneracion del cartilago articular, asi como la pérdida de
matriz celular. En algunos casos se puede dar como resultado la pérdida total de la

superficie articular. (Fig. 6).7:2% 21 22:23. 24, 25.

Enfermedad Articular Degenerativa (EAD) de la rodilla de un perro

Fig 6. Se observa la presencia de entesofitos en areas de insercion capsular y ligamentosa (A),osteofitos
pericondrales sobre el borde del cartila-go articular (B), osteosclerosis subcondral (C) y calcificacion intraarticular (D)
Brusa, Boccia. Enfermedad articular degenerativa canina: consideraciones sobre el manejo médico terapéutico. ;Son

los condoprotectores una alternativa? ISSN 1514-2590.ANALECTA VETERINARIA 2000; 20, 1: 5 -13.

Los condrocitos que son las células del cartilago articular, mantienen la homeostasis en
la sintesis y degradaciéon de la matriz extracelular secretando componentes

macromoleculares (colagena, glicosaminoglicanos, y acido hialurénico).
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La secrecion de mediadores liticos que dafan a los tejidos (citoquininas, radicales
libres, proteasas, prostaglandinas) son controlados por un balance de sustancias
anabdlicas y reparativas (factores de crecimiento, inhibidores y citoquininas catabdlicas)
asi como por inhibidores de las enzimas degradadoras. En esta patologia, existe
sobreproduccion de mediadores proinflamatorios y liticos en relacion con los
mediadores inhibitorios, dando como resultado un balance positivo a favor del
catabolismo en funcion del anabolismo, que conlleva a la destruccién del cartilago
articular. Es por eso que con tantos pacientes afectados por dicha enfermedad, asi
como la incapacidad de utilizar de manera prolongada antiinflamatorios no esteroideos

(AINES) sin tener efectos colaterales han propuesto la utilizacién de terapias celulares ¢

como una alternativa factible. >*"®
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Objetivo

El objetivo de este trabajo es presentar las ventajas de la terapia de células madre
mesenquimatosas como uso complementario en el tratamiento de patologias
musculoesqueléticas que afectan a perros y gatos, principalmente en el caso de
fracturas o en enfermedad articular degenerativa (EAD) sobre todo en pacientes

gerontes.”

Es importante resaltar, que dicho tratamiento representa un complemento en el manejo
de enfermedades musculoesqueléticas, ayudando tanto a la reparacion como a retrasar

los procesos degenerativos derivados de las mismas.

Es necesario establecer un protocolo terapéutico para determinar la aplicaciéon éptima
para el tratamiento de dichas patologias, por lo que el presente trabajo no pretende
determinar un patron a seguir, sino el presentar el uso de las células madre para asi
establecer con base en el criterio de cada profesionista veterinario y a cada paciente o
bien para asentar las bases para su futura investigacion y desarrollo como esquema de

tratamiento.
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Lineas celulares y su aplicacién terapéutica

Las MSC ademas de dar origen a distintas lineas celulares previamente mencionadas,
pueden generar progenitores comprometidos con una o mas lineas celulares con un

grado aparente de plasticidad o interconversion .

La principal capacidad que tienen las células madre, es la de dejar su tejido inicial y
circular por el flujo sanguineo. Sin embargo, para poder expresar su programa de
diferenciacion, una célula madre circulante debe alcanzar el microambiente apropiado,

es decir, el ambiente que contenga las condiciones aptas para su diferenciacion.’ 2

A continuacién se presenta una tabla en la cual se hace referencia a las distintas
células madre y las lineas celulares o células a las que pueden dar origen. Dicha tabla
hace referencia a células madre de humano y a algunas de los 6rganos de donde se

pueden obtener dichas células.
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Células madre y su linaje

Célula madre

Localizacion (origen)

Células producidas

Hematopoyética Médula 6sea Células sanguineas, endoteliales,
hepaticas y musculares

Neural Cerebro Neuronas, astrocitos, oligodendrocitos.

Epitelial Visceras, epidermis Todas las células en las criptas

epiteliales, todas las células en las

capas epidérmicas.

Mesenquimal

Médula 6sea

Hueso, cartilago, tendones, tejido

adiposo, muscular, estroma medular, y

células neurales.

Embridnica Blastocisto. Celulas primordiales de la | Todas las células

masa interna

Tabla.7 Origen de algunas células madre en humanos y las lineas que producen.
Minguell et al. Mesenchymal Stem Cells. Experimental Biology and Medicine (2001). 226:507-520. Unidad de

Biologia Celular. Universidad de Chile.

Las MSC pueden diferenciarse en varias lineas celulares del mesodermo (capa
germinal que origina sangre, tejido 6seo, musculo, cartilago y tejido adiposo).
Teoricamente, la diferenciacion mesodérmica es facil de alcanzar por las MSC debido a
que tienen el mismo origen embrionario .13 . ectodermo (capa que origina piel y linajes

neurales) y endodermo (capa que origina tejidos de los tractos respiratorios y digestivo)

bajo condiciones especificas in vitro. La diferenciacion también estd regulada por
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diversos eventos genéticos que involucran distintos factores de transcripcion. La
diferenciaciéon hacia un camino fenotipico en particular puede ser controlada por
algunos genes reguladores que pueden inducir la diferenciacion de células progenitoras
en lineas celulares especificas. Ademas de los factores de crecimiento y de sustancias
quimicas inductoras, un microambiente elaborado con “andamios” hechos de
biomateriales pueden proveer a las MSC con condiciones apropiadas para su

proliferacion y su diferenciacion.

Otra capacidad que tienen las MSC es la de regular la funcion de diferentes
componentes del sistema inmune, entre ellos los linfocitos T (LT), las células
dendriticas (DC, Dendritic Cells), los linfocitos B y las células NK (Natural Killer). Este
efecto inmunoregulador de las MSC puede darse a través de contacto celular y/o

mediante la secrecién de diversos factores.'" '®

Células madre mesenquimales (o células troncales mesenquimales)

La médula 6sea (MO) es un 6rgano donde se localizan tanto las células troncales
hematopoyéticas (HSC, Hematopoyetic Stem Cells) como las MSC. Las HSC son las
células troncales que mas se han caracterizado y mantienen la produccién de células
sanguineas (hematopoyesis) a lo largo de la vida de un individuo. Las MSC originan a
la mayoria de las células que constituyen el estroma de la médula 6sea encargado de
mantener la formaciéon de hueso, cartilago y musculo.”™ ?° Se ha demostrado en
diversos estudios que las MSC tienen el potencial para ser inducidas a linajes

neuroectodermales y endodermales, inlcuyendo neuronas y hepatocitos, propiedad
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descrita como plasticidad. Esta capacidad de diferenciacién hacia distintos linajes, pero
ademas la de mantener la formacién de células sanguineas e incluso la de

inmunosupresion, les han otorgado un gran potencial clinico. ''*?

En la MO existen dos sistemas, el sistema hematopoyético (capaz de formar a todas las
células sanguineas) y el sistema estromal, definido de manera tradicional como el
soporte sobre el cual proliferan y se diferencian las células hematopoyéticas. El sistema
estromal consiste de una poblacién heterogénea de células que incluyen células
reticulares, adipocitos, osteoblastos, células endoteliales vasculares, células de
musculo liso del endotelio vascular y macréfagos; las cuales participan todas de manera
activa en la produccién hematopoyética, debido a su capacidad de secrecion de
proteinas de matriz extracelular y citosinas, tanto inhibidoras como estimulantes, y con

ello conforman lo que se conoce como microambiente hematopoyético. 1>

Si se considera al sistema estromal como un tejido, en muchas especies de mamiferos
este tejido tiene la capacidad de regenerarse tras sufrir dafios severos por distintos
mecanismos. La regeneracion de dicho tejido se lleva a cabo, tanto posterior a un dafo
como de manera fisiolégica para mantener la homeostasis del organismo mismo, a

partir de una poblacion de MSC.
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Migracién de las células troncales mesenquimales

Estudios recientes han revelado que las células madre son altamente migratorias y
parecen ser atraidas a zonas con patologias, entre ellas, las patologias cerebrales o en
regiones isquémicas. Se ha observado que las MSC humanas transplantadas en fetos
de ovejas se han incrustado en diversos tejidos (médula ésea, bazo, timo, higado).®'°
Las células hematopoyéticas circulantes atraviesan de manera activa el endotelio
vascular de distintos érganos hacia sus nichos. La migracién también forma parte de la
capacidad de respuesta de defensa y reparacion del huésped. Los factores de
crecimiento, las moléculas de adhesiéon, entre otros, son sefales para el efecto

migratorio de manera directa. "% 1>

La terapia con células troncales, se refiere al uso de las mismas para regenerar o
sustituir células o los tejidos dafiados y restaurar la funcidn alterada por causas que
comprenden malformaciones congénitas, genéticas, enfermedades y traumatismos. Las
células troncales pueden ser administradas via endovenosa o directamente en el tejido

dafado (International society of stem cells therapies).

Las MSC poseen cuatro propiedades bioldgicas que las hacen candidatos especiales
para emplearlas en la terapia celular: baja inmunogenicidad, amplio potencial de
diferenciacion, capacidad de secretar factores que favorecen la remodelacion de tejidos
y tienen propiedades inmunorreguladoras. Debido a estas caracteristicas, son

numerosos los padecimientos en los que las MSC son potencialmente aplicables entre
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los cuales se encuentran: enfermedad injerto contra hospedero, enfermedades
autoinmunes, patologias Oseas, cartilaginosas, renales, pulmonares, hepaticas,

cardiovasculares y neuroldgicas. "% %818

Para su uso clinico, las MSC deben ser expandidas en cuartos especializados con flujo

laminar (Stem Cell Factory) y bajo estrictos estandares de control de higiene y calidad."

Plasticidad de las células troncales mesenquimales

Uno de los primeros eventos en el desarrollo de los vertebrados es la integracion de las
tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y finalmente endodermo. Para que todo
esto se lleve a cabo, es necesaria la expresion secuencial de una gran cantidad de
genes y una vez presentadas dichas decisiones, los eventos son perdurables y todas
las células que se producen subsecuentemente, como las troncales, progenitoras y
maduras de cada capa germinal, mantendran de manera irreversible la especificidad de

linaje a lo largo de la vida de un individuo. 25 ™ 1*

Trabajos recientes han cuestionado la restriccion de linaje por parte de las células
troncales y se ha instaurado el concepto de plasticidad. Se entiende por plasticidad
como la capacidad que tienen las células para formar un tejido esperado (debido al
compromiso con dicho linaje) o bien para formar otro no esperado, por lo tanto, pueden
traspasar esos limites en cuanto a su origen de capa germinal y “transdiferenciarse” en
respuesta a sefales regenerativas microambientales. Es decir, se puede dar la

conversion de una célula de un linaje especifico en otra de un linaje distinto.(fig 8)'
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Plasticidad celular
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Fig. 8. Plasticidad de las MSC para dar origen a un tipo celular esperado (diferenciacién) como a otro distinto no
esperado (transdiferenciacion). Pelayo R, Santa — Olalla J. Células troncales y medicina regenerativa. Universidad

Nacional Auténoma de México, México, D.F. 2011.
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Algunos métodos de obtencién y aislamiento

Existen diversas consideraciones importantes a cerca de la obtencion de tejidos para el
aislamiento de células madre. La primera es que la cantidad de tejido colectado y
procesado no predice la recuperacion de MSC. La segunda es que existen gran
cantidad de variaciones intrinsecas de donador a donador que influencian el éxito del
aislamiento de las MSC. Sin embargo, el factor mas confiable para predecir el éxito del
aislamiento de MSC parece ser la edad del donador, ya que algunos investigadores
creen que las MSC son los pericitos en los vasos sanguineos y que por lo tanto la
densidad tisular vascular, generalmente mayor en pacientes jovenes, dicta la
recuperacion de las MSC. La técnica de aislamiento utilizada (o bien la técnica de
digestion en el caso de células madres obtenidas del tejido del cordén umbilical o del

tejido adiposo) también contribuye al nimero de células aisladas 1> 17

Las MSC se caracterizan por su potencial de adhesion en cultivos monocapas y su
potencial de diferenciacion in vitro. Asi mismo, la Sociedad Internacional para la Terapia
Celular (International Society for Cellular Therapy) reconocio diferentes marcadores que
las células deben mostrar o bien no presentar para poder ser clasificadas como MSC.
Algunos marcadores que deben mostrar incluyen CD105, CD73 y CD90, mientras que
deben estar ausentes los marcadores CD45, CD34 y muchos otros marcadores que

presentan las células madres hematopoyéticas ' ** .

Las MSC pueden ser aisladas de diversos tejidos. La sangre del cordon umbilical (SC)
y el tejido del cordon umbilical (TC) solo se pueden obtener durante el parto. Dichos

tejidos proveen una fuente autéloga de un gran numero de tipos celulares troncales.
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Idealmente, SC se procesa y congela para su uso posterior como una mezcla de
células con un potencial pluripotencial. Las MSC derivadas de SC se ha vuelto
comercialmente disponible para su uso en caballos y en humanos. Un gran numero de
MSC puede ser expandido a partir del TC. En conjunto, estos dos tejidos proveen un
amplio margen de opciones terapéuticas con un potencial autélogo para un animal de
gran valor. Si no se pueden obtener tejidos placentarios, la médula ésea (MO) y el tejido
adiposo (TA) son los tejidos con mejor disponibilidad para el aislamiento de MSC. La

colecta de ambos tejidos es moderadamente invasiva y traumatica.

MO puede ser colectada y cultivada de manera exitosa a partir del esternén o de la
tuberosidad coxal o cresta iliaca (en animales y humanos). No se han encontrado
diferencias entre los sitios de obtencidon para el aislamiento de MSC. SC debe ser
colectada en “citrate phospahte dextrose adenine 1 anticoagulant” para promover la
viablidad celular, especialmente cuando SC sera enviada a un laboratorio. En especies
en las cuales pueda ser colectado el tejido del cordon umbilical y en los cuales exista
riesgo de contaminacion (granjas, establos, patios, etc) es necesario realizar un lavado
exhaustivo de las muestras. El TA puede ser colectado en un medio salino bufferado

con fosfato previo a su procesamiento *° .

Una de las principales caracteristicas de las células troncales es su potencial para
adherirse al plastico durante condiciones in vitro. In vitro, las MSC, al tener una
morfologia similar a fibroblastos, mantienen dichas caracteristicas durante los diversos
pasos de expansion. Asi mismo, expresan una gran cantidad de moléculas de

adhesion, también encontradas en células mesenquimales, endoteliales y epiteliales.

25



Las MSC derivadas de TA pueden ser aisladas en grandes cantidades a partir de
liposucciones (en humanos) o de la obtencion del ligamento falciforme (en pequefas
especies) y posterior a una digestion de 1 — 2 h del TA con colagenasa en bafio maria a

37°C 4.

Investigaciones realizadas clonando varias CFU — F y analizandolas de manera
independiente, han determinado que algunas de ellas son capaces de diferenciarse
hacia hueso, tejido adiposo y cartilago, mientras que otras solo se diferencian a hueso.
La proliferacion de CFU-F in vitro esta regulada por diferentes factores como el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, Platelet Derived Growth Factor), el factor
de crecimiento epidermal (EGF, Epidermal Growth Factor) y el FGF - 2. De igual
manera, se han detectado algunos inhibidores de la formacion de colonias de CFU-F,
como el interferon-alfa (INF -a) y la interleucina-4(IL-4), que bajo condiciones in vitro
inhiben la formacién de colonias estimuladas por la combinacion de EGF y PDGF.
Actualmente no existe un procedimiento experimental unico para la purificacion de MSC
y la mayoria de los laboratorios se han basado en la adherencia y en su capacidad de

diferenciacion multipotencial (hueso/adipocito/cartilago).®
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Algunos mecanismos o vias de sefalizacion involucrados en la diferenciaciéon de
células troncales en progenitores celulares 6seos durante la fase de reparacion
O6sea

Durante los ultimos 10 afios se han estudiado algunas patologias que ocurren en
humanos como la osteogenesis imperfecta o bien la acondroplasia mediante modelos
en animales (principalmente roedores genéticamente modificados) para conocer los
mecanismos biolégicos que ocurren en la diferenciacién celular de los progenitores
6seos 2?8 Algunas moléculas y factores que regulan desarrollo 6seo y el crecimiento
0seo postnatal se expresan de nueva cuenta durante la reparacién de fracturas y la
regeneracion 6sea, incluyendo genes en el Wnt, Hedgehog (HH), proteinas
morfogénicas Oseas (BMP), hormona paratiroidea (PTH), factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), entre otros 2>*°. Sin embargo, todavia no se conoce paso a paso la
funcién de cada uno de dichos factores durante la reparacion ésea y durante el proceso
de diferenciacion, ya que se han hecho modificaciones en diferentes modelos animales,
alterando los sitios de produccion de dichos factores y no se han obtenido resultados
completamente concluyentes debido a distintos factores o0 mecanismos

compensatorios®' 3233 34,

El camino de las Wnts es esencial para el desarrollo y la reparacién ésea, no obstante,
la regulacion de la formacion cartilaginosa y 6sea de las Wnts durante la regeneracion
esquelética esta influenciada por distintas variaciones en el microambiente celular que
no se ven afectados durante el desarrollo esquelético de la misma manera.Durante el
desarrollo, la senalizacion de las Wnts regulan la osteogenesis y la condrogenesis
basados en patrones esqueléticos *°. Por otro lado, durante el proceso inflamatorio de

la reparacion o6sea, diversas citocinas y factores de crecimiento tales como la
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interleucina-1a (IL-1a), IL-1b, IL-6, IL-18 y el factor de necrosis tumoral (TNF — a) se
liberan en el sitio de fractura. *° Dichas citocinas y factores de crecimiento participan de
manera esencial iniciando la cascada de reparacion promoviendo la activacion, el
reclutamiento y diferenciacion de las células troncales que son esenciales para la
regeneracion 6sea y la reparacion apropiada de la fractura, asi mismo, reclutan otras
células inflamatorias y potencializan la angiogénesis y la resorcion de la matriz

extracelular 343738

Aplicaciones de las MSC en el tratamiento de enfermedades articulares y
musculoesqueléticas en medicina veterinaria y medicina humana

Las fracturas, faltas de union, uniones demoradas, defectos 6seos y enfermedades
Oseas (osteonecrosis, entre otras) han sido tratadas a lo largo de la historia con
procedimientos quirurgicos, principalmente injertos 6seos autdlogos o alogénicos, con
resultados favorables para la mayoria de los clinicos en el caso de injertos autélogos %°.
La desventaja que presentan los injertos autélogos es que se requiere de un
procedimiento invasivo y doloroso para poder obtener el injerto 6seo, lo que incremente
el manejo intrahospitalario del paciente y el periodo de recuperacion postquirurgico. Por
otra parte, los sitios anatomicos para poder obtenerlo son limitados; por lo tanto, bajo
estos criterios, los aloinjertos parecen presentar una mejor alternativa frente a los
autoinjertos ya que la cantidad obtenida no presenta un inconveniente, sin embargo, el
proceso de esterilizacion hace mas fragil al hueso y pueden existir reacciones de
rechazo, por lo que el injerto 6seo puede ser una fuente de infecciones severas tanto en

el paciente veterinario como en el paciente humano % ' %%
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Es por esto que el cultivar células troncales obtenidas de médula 6sea, inducirlas a
diferenciarse en osteoblastos, insertarlos en una matriz ésea y posteriormente
transplantarlas ha sido estudiado como una forma de remplazar los injertos éseos
convencionales. Hacer uso de las células troncales, disminuye notablemente el riesgo
de infecciones y adicionalmente otorga un menor tiempo de recuperacion para el
paciente que ha sido sometido a una terapia celular frente al que ha sido sometido a un

tratamiento quirrgico para la colocacién de un injerto dseo ™.

En la practica ortopédica en grandes especies, las terapias celulares han sido utilizadas
por mucho tiempo principalmente para ayudar en la reparacion 6sea en fracturas,
utilizando injertos 6seos, sin embargo, los estudios recientes se han enfocado en la
aplicacién de células troncales para asistir la reparacion ésea. Muchas de estas
técnicas involucran la proteccién y la distribucion de las células troncales en el sitio de
fractura, asi como el uso de materiales y/o farmacos para reclutar y modular la actividad

celular troncal que reside en el sitio de la fractura * '°.

El uso de injertos 6seos autdlogos en defectos 6éseos en grandes especies representa
el modelo de oro para estimular la formacién 6sea ya que contienen tanto células
osteogénicas como matriz O0sea. Los injertos &seos esponjosos contienen una
combinacion de poblaciones celulares, en las que se encuentran osteoblastos
completamente diferenciados y MSC indiferenciadas. Dichas MSC, pueden responder
a estimulos medioambientales locales y diferenciarse en los tipos celulares

requeridos’*?.
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Posterior al trabajo realizado por Connolly en el cual se traté te manera exitosa una falta
de union con aspirado de MO, se publicé también un ensayo en el cual se inyectd 3 —
5ml de aspirados de MO en una no union en tibia en 100 pacientes humanos, en el que

los resultados fueron favorables “° .

Herningou et al. establecieron un ensayo en el cual concentraron un aspirado de MO en
el cual aspiraron 300 ml de MO y lo concentraron en 50 ml. Posteriormente
cuantificaron el numero de MSC aplicadas y 53 de 60 pacientes tratados mostraron una
unién 6sea en un promedio de 12 semanas y en el 2002, describieron el uso de

concentrado de MO para tratar la osteonecrosis de la cabeza femoral en humanos *' .

Kim et al. demostraron que los osteoblastos autdlogos cultivados e injertados indujeron
de manera efectiva la formacién de hueso en zonas presentando defectos 6seos.
Posteriormente demostraron que en un estudio clinico aleatorio que los osteoblastos
autélogos cultivados e implantados en una fractura, aceleraron la tasa de unién por

medio de formacién osea '° .

Los veterinarios han utilizado las MSC derivadas de tejido adiposo para tratar
enfermedades articulares y lesiones ligamentosas en equinos de manera comercial

desde el 2003.°

Black et al. realizaron un estudio en el cual se llevo a cabo un ensayo controlado, doble
ciego, aleatorio, multicentrico en perros con EAD coxofemoral °. En dicho estudio
participaron 4 perros de compafia que acudieron a clinicas veterinarias en San Diego,
Chicago y Colorado, también participaron 21 perros (14 hembras y 7 machos) en

edades de 1 a 11 anos, los cuales debian presentar EAD coxofemoral con una duracion
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minima de 6 meses; se colectd por lo menos 23 g de grasa por el investigador. La grasa
se obtuvo tanto del grupo tratado como del grupo control para mantener el estudio
doble ciego. El personal del laboratorio le entrego al investigador el material, el cual
constaba de jeringas con 0.6 ml de Solucién Salina Fisiolégica (grupo control) o una
suspension de 0.6 ml de 4.2 millones a 5 millones (dependiendo del concentrado
celular) de MSC preparadas a partir de la grasa del paciente. El estudio concluyo en el
dia 90, tomando como dia O el dia en el cual se le administro al grupo A de pacientes
una aplicacidn de una sola inyeccion intraarticular de concentrado celular en cada
articulacion coxofemoral, y al grupo B se le administr6 el placebo de manera
intraarticular una sola inyeccion en cada articulacion coxofemoral. Al momento de la
evaluacion se reviso la historia clinica y anamnesis, el examen fisico, y el grado de
claudicacion, incluyendo movilidad articular y dolor a la manipulacion. Al concluir el
estudio se observd una mejoria significativa en la evaluacion clinica en el grupo con
tratamiento con MSC en cuanto al grado de claudicacion, dolor a la manipulacién y

rango de movimiento a diferencia del grupo control en el cual se utilizé placebo. °

En otro estudio, Black et al. en el 2008 demostraron una mejoria estadistica en los
resultados obtenidos al tratar la EAD cronica en codo en perros °. En dicho estudio se
reclutaron a 14 pacientes y se hicieron mediciones a los 30, 60, 90 y 180 dias post
tratamiento, a los cuales se les aplico de 3 a 5 millones de células viables previamente
cultivadas del mismo tejido adiposo del paciente en un volumen de 0.6 ml de solucion
PBS por articulacion (via intraarticular). Se le aconsejo a los propietarios de sacar a
caminar con correa a los pacientes dos veces al dia o de continuar con un programa de

rehabilitacion previamente prescrito. De los 14 pacientes, 11 presentaban EAD HRU
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bilateral por lo que se les aplico el tratamiento en ambas articulaciones. Los resultados

obtenidos fueron los siguientes ° (fig 9).

Evaluacion subjetiva en pacientes con enfermedad articular degenerativa en codo

Puntajes subjetivos mejorados por un promedio de entre 30% y 40%
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Fig.9 . Grado de mejoria a la evaluacion ortopédica en perros con enfermedad articular degenerativa en codo
después de la aplicacion intraarticular de células troncales derivadas de tejido adiposo. Black et al. Stem Effect of
Intraarticular Injection of Autologous Adipose-DerivedMesenchymal Stem and Regenerative Cells on Clinical Signs of

Chronic Osteoarthritis of the Elbow Joint in Dogs. Veterinary Therapeutics Vol 9, No 3 (2008).
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Los resultados obtenidos observados por los propietarios y los veterinarios fueron
similares y se demostré mejoria en los signos clinicos de los pacientes comparandolos

con los presentados al inicio del tratamiento.

En medicina humana no solo se ha planteado la utilizacién de células troncales en el
tratamiento de enfermedades articulares y musculoesqueléticas, Karussis et al.
comentaron que se han tenido resultados favorables en el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas, tales como procesos isquémicos, compromisos cerebrovasculares, entre

otros #? .

Limitaciones del uso de células troncales como tratamiento en enfermedades
articulares y musculoesqueleticas

A pesar de los diversos estudios realizados in vitro y en animales, existe limitada
evidencia que demuestre los beneficios en humanos. Los disefios de los estudios, los
métodos de seguimiento y los criterios utilizados para la evaluacion y reporte de los

resultados varia significativamente entre estudios tal como lo menciona Pastides et al.**

En dicho estudio se realizé6 una busqueda exhaustiva en distintos buscadores médicos
y/o cientificos de internet, distintos articulos relacionados con células troncales en la
reparacion de enfermedades articulares. Después de hacer un primer filtro, se
obtuvieron 105 estudios los cuales se consideraron como potencialmente relevantes.

Posteriormente se realizé otro filtro en el cual se excluyeron 93 estudios debido a la
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falta de participantes humanos in vivo. Posteriormente de los 12 restantes, se excluyo 1
mas debido a que era un estudio de revisidn colectiva previamente utilizada en el

mismo articulo por lo que finalmente quedaron 11 articulos apropiados **.

De los 11 articulos restantes, ninguno mostré un estudio controlado aleatorio. 3 de los
articulos incluian pacientes que no fueron tratados con MSC. La mayoria de los
estudios involucra procedimientos adicionales ademas de aquellos directamente
relacionados con la reparacién de defectos articulares, tales como menisectomias,
reconstrucciones de ligamentos anteriores cruzados, entre otros; por lo que los
resultados posteriores puedan ser parcial o totalmente atribuidos a dichos

procedimientos secundarios ** .

Es precisamente por lo que mencionan Pastides et al. en el 2013 que si se busca
traspolar lo que se ha documentado y establecido en medicina veterinaria a medicina
humana los resultados puede que no sean los mismos, ya que los resultados obtenidos
en medicina veterinaria estan perfectamente bien establecidos en modelos in vivo,
mientras que ya sea por cuestiones éticas o de los modelos de estudio per se, la
medicina tisular regenerativa humana se encuentra todavia en los inicios de su

desarrollo maximo y potencial **.

No obstante, los costos de la terapia celular en medicina veterinaria no son muy
accesibles para los diversos estratos poblacionales, por lo que muchas veces los
propietarios no pueden costear dicho tratamiento. Por otra parte, no existe como tal un
protocolo establecido el cual especifigue cuantas dosis son necesarias como

tratamiento optimo para pacientes con EAD, o bien para la resolucion de diversas
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fracturas. De la misma manera, otro problema al cual se enfrenta comunmente en
medicina veterinaria es el no poder comprobar la viabilidad de las células que otorgan
los laboratorios que comercializan este tipo de tratamiento, por lo que seria de gran
utilidad que posteriormente se puedan resolver este tipo de problemas para poder
utilizar este tipo de medicina regenerativa como un complemento establecido en forma
para el tratamiento y la mejor resolucion en enfermedades articulares vy

musculoesqueléticas.
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Conclusion

El interés creciente en las células troncales indudablemente puede servir para
incrementar la comprension de sus caracteristicas bioldgicas y su potencial aplicativo
en la medicina regenerativa. Sin embargo su utilizacion de manera inmediata en la
clinica de pequefas especies en el tratamiento de lesiones articulares y ortopédicas,
representa un desafio muy grande que requiere una mayor cantidad de estudios
clinicos y aplicativos, ademas de contar con mayores herramientas tecnologicas. Asi
mismo, es necesario explorar mas a fondo las cualidades de plasticidad y
transdiferenciacién de las células troncales mesenquimales para conocer de manera
mas estricta sus mecanismos de regulacion y los estimulos (enddégenos y exdgenos)
necesarios para poder guiar in vivo a dichas células a un destino deseado que cumpla
con los requerimientos necesarios para poder reparar y regenerar los tejidos deseados
para poder entonces utilizar dicha terapia como una alternativa razonable a la utilizacién

de injertos 6seos en algunos casos.
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Abreviaturas

Células troncales mesenquimales MSC
Enfermedad articular degenerativa EAD
Unidades formadoras de colonias | CFU-F
celulares fibroblasticas

Proteinas morfogénicas 6seas PMO
Factor de crecimiento endotelial FCE
Factor de crecimiento de fibroblastos | FGF 2
basico — 2

Antiinflamatorios no esteroideos AINES
Linfocitos T LT
Células dendriticas DC
Dexametasona Dex
Médula 6sea MO
Células troncales hematopoyéticas HSC
Sangre del cordén umbilical SC
Tejido del cordon umbilical TC
Tejido adiposo TA
factor de crecimiento derivado de | PDGF
plaquetas

Factor de crecimiento epidermal EFG
Interferon alfa INF -a.
Interleucina 4 IL-4
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