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INTRODUCCION

Las células madre han sido por afios la esperanza de la medicina
regenerativa. En un principio se esperaba que las células madre, ayudadas por
su impresionante capacidad de autorenovacion y diferenciacion, fuesen la
clave para tratar enfermedades como la cardiopatia isquémica, afecciones
cerebrovasculares o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). A
medida que aumenta la informacidn respecto a las células madre, se conocen
las ventajas y desventajas de trabajar con un tipo u otro de células madre,
por ejemplo, se pensaba que las células madre embrionarias resultarian
primordiales para la terapia basada en células por su potencial pluripotente,
pero los problemas éticos que conlleva trabajar con células derivadas de
embriones y la falta de seguridad por la posible formacidon de tumores frend la
investigacion con estas células. En 2006 se crearon células madre
pluripotentes a partir de células adultas, a las cuales llamaron células madre
pluripotentes inducidas (iPSC), con este gran avance se demostrd que se
pueden devolver las propiedades de autorrenovacion y diferenciacion de una
célula madre a una célula adulta y asi eliminar el problema ético que frené la
investigacion con células embrionarias. Pero las iPSC contienen genes
relacionados con cancer, como el gen c-Myc, que tiene el potencial de convertir
a algunas células en cancerosas, ademas, plantearon que podrian ocurrir
mutaciones durante la reprogramacién, debido a esto, se ha frenado la

investigacion con estas células para su uso en la clinica.

En los ultimos afios ha cambiado el paradigma para la terapia basada en
células, pues en lugar de utilizar como tratamiento la aplicacion de células
madre en el tejido dafiado y que éstas se diferencien a células de dicho tejido
para repararlo, hoy, después de muchos estudios y un profundo analisis de
estos, muchos cientificos concuerdan que los resultados obtenidos se deben
principalmente a la accion paracrina de las células madre. Se observo que al
administrar células madre a un tejido dafiado, son pocas aquellas que se
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diferencian para reparar el tejido, al contrario, las células madre en ciertas
condiciones secretan moléculas con propiedades inmunomoduladoras,
antiinflamatorias, anti-apoptdéticas y pro-angiogénicas, las cuales
proporcionan el microambiente propicio para que las células propias del tejido
y las células inmunes presentes, dirijan una orquesta de sefales cuyo fin es

reparar al tejido danado para recuperar la homeostasis tisular.

En el presente trabajo se describiran los tipos de células madre, por su
potencia y su forma de obtencidn, asi como las propiedades de las mismas,
haciendo hincapié en las células madre mesenquimales. Después, se
profundizard en todo lo relacionado con los exosomas, la biogénesis de los
mismos, su composicion y métodos de obtencion, finalizando con las
aplicaciones clinicas para conocer el amplio campo de estudio y aplicacién de

las vesiculas bioactivas mas prometedoras hasta el momento.



OBJETIVO

Recopilar y analizar la informacidon presente en las bases de datos
electronicas acerca de los exosomas de las células madre mesenquimales,
para conocer su aplicacién en estudios clinicos que puedan convertirse en
tratamientos viables para padecimientos crénico-degenerativos que hasta el

momento no cuentan con curacion.



CAPITULO 1. CELULAS MADRE
1.1 GENERALIDADES

Las células madre son la materia prima para el desarrollo de un ser vivo,
la formacidn de érganos y tejidos, asi como para la reparaciéon de los mismos.
Se definen como células indiferenciadas, inmaduras, autorrenovables y con
una gran capacidad de diferenciacion [1]. Una célula indiferenciada no tiene la
capacidad de realizar tareas especializadas de tejido. Por ejemplo, no pueden
transportar oxigeno a los tejidos como lo hacen los glébulos rojos o no pueden
producir insulina como las células B del pancreas, pero pueden producir células
especializadas para realizar estas tareas gracias a su capacidad de
diferenciacion. El proceso de diferenciacion y autorrenovacién son
fundamentales y caracteristicos de las células madre, ambos se llevan a cabo
por medio de la divisién celular asimétrica. La divisién celular asimétrica
consiste en que, cuando una célula madre se divide, una de las células hijas
mantendra el linaje de célula madre mientras que la otra se diferenciara a una
célula mas especializada dependiendo del microambiente en el que se
encuentren las células madre. Esto permite que se mantenga un nimero de
células madre constante y se puedan producir células especializadas cada vez

que el érgano o tejido lo necesite [2].

Aunque la autorrenovacion es asombrosa, no ocurre todo el tiempo ni es
igual en todos los tejidos, puede pasar mucho tiempo sin que las células madre
se dividan lo que conoce como estado quiescente. Sefales internas y externas
activan el proceso de diferenciacién, estas sefiales incluyen sustancias
quimicas secretadas por otras células, interacciones célula-célula con células
vecinas y ciertas moléculas presentes en el microambiente. Gracias a estas
sefiales se mantiene un equilibrio entre el estado quiescente y la division
celular [3]. Asi, en 6rganos como el intestino y la médula ésea, las células

madre se dividen regularmente para reparar y reemplazar tejido desgastado



o dafiado [4] [5], mientras que en otros érganos como el pancreas y el corazén

las células madre solo se dividen en condiciones especiales.

1.2 CELULAS MADRE EMBRIONARIAS, FETALES Y ADULTAS

Las células madre se dividen, segun su origen, en células madre

embrionarias, células fetales y células madre adultas.

1.2.1 CELULAS MADRE EMBRIONARIAS

Las células madre embrionarias se obtienen a partir de la masa celular
interna del blastocisto, un embrion de 150 células aproximadamente
producidas por division celular. El blastocisto se forma de 3 a 5 dias después
de la fecundacién del évulo; esta formado por una cavidad blastocistica con
liguido también Ilamada blastocoel, una capa externa de células llamada
trofectodermo, del cual se formara el tejido extraembrionario, y la masa
celular interna. Este ultimo es un conjunto de células las cuales proliferan y se

diferencian para formar a un organismo [6].

Los blastocistos humanos se pueden obtener de embriones donados por
clinicas de fertilizacién in vitro con previo consentimiento informado de la
donante. Cuando los embriones creados con fines reproductivos no se
implantaron en el Utero y son donados para la investigacidon, es necesario
seleccionar a las células de la masa celular interna por métodos inmunolégicos
y purificar a las células madre embrionarias humanas. En el laboratorio, las
células madre embrionarias se colocan en medios de cultivo de fibroblastos
cuya mitosis ha sido suprimida con rayos gamma, los cuales cuentan con todos

los factores necesarios para que estas proliferen [7].
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Figura 1. Esquema demostrativo de la obtencion de las células madre embrionarias y su posterior diferenciacion. Imagen
tomaday editada de: Understanding stem cells. An averview of the science and issues from the national academies.

Una gran cualidad de las células madre embrionarias es que pueden
autorrenovarse a largo plazo, es decir, se dividen y aumentan en nimero por
largos periodos de tiempo, de meses a afios, sin diferenciarse a células
especializadas. Ademas, son capaces de generar las tres capas embrionarias:
endodermo, mesodermo Yy ectodermo, pero no pueden dgenerar tejido
extraembrionario como placenta, amnios, saco vitelino, alantoides y corion

[8].



Para que las células madre embrionarias se diferencien son necesarios
factores de diferenciacion y ciertas condiciones de cultivo. Por ejemplo, para
diferenciar in vitro a las células madre embrionarias humanas en progenitores
de células Beta pancreaticas, se utiliza activina A, ciclopamina, factor de
crecimiento de queratinocitos / factor de crecimiento de fibroblastos (KGF /
FGF7), Noggin, Wnt3A, heregulina-1B, entre otros [9]. Asi, utilizando factores
de diferenciacién y condiciones de cultivo especificos, se pueden generar
diversos tipos de células diferenciadas como hepatocitos, células dendriticas,
células hematopoyéticas, progenitores epiteliales del timo y progenitores de
cardiomiocitos. Debido a esta capacidad de diferenciacién e ilimitada
autorrenovacion, las células madre embrionarias se han considerado como una
herramienta prometedora para el estudio de enfermedades, para la medicina
regenerativa y para probar farmacos; sin embargo, su uso genera dilemas
éticos [10]. Algunas personas como embridlogos y médicos consideran que la
vida de un individuo inicia con la fecundacién del évulo, por lo tanto, el embridn
utilizado para la investigaciéon es una persona. Otros argumentan que, si el
embrién no se ha implantado en el Utero, o lo que es lo mismo, se encuentra
en etapa de preimplantacidon, no es mas que un grupo de células que no posee
estado moral de individuo [11]. Por estas razones el trabajo con células madre
embrionarias genera polémica, aun si puede ser un recurso para buscar
tratamiento a enfermedades como la cardiopatia isquémica, afecciones
cerebrovasculares o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), que,
segun la OMS, se encuentran dentro de las primeras cinco enfermedades que

causaron mas muertes en el mundo en 2016 [12].

Otro gran problema que ha frenado la inclusién de las células madre
embrionarias humanas a la clinica es que son propensas a anomalias genéticas
y epigenéticas, el riesgo de tumorigenicidad resulta peligroso para el

tratamiento basado en células asi que se utilizan principalmente para probar



farmacos, aun asi, la estabilidad génica de las células en cultivo debe ser

verificada periédicamente. [13]

1.2.2 CELULAS MADRE FETALES

Las células madre fetales incluyen a las células madre derivadas de la
gelatina de Wharton, de la sangre de cordén umbilical, de la placenta y del
liguido amnidtico [14]. Este tipo de células madre son de gran interés para la
medicina regenerativa puesto que su obtencidon es facil, sin riesgo para la
donante y sin preocupaciones éticas ya que se obtienen a partir de desechos
médicos o, en el caso del liqguido amnidtico, por procesos como amniocentesis,
amniorreduccion o por cesarea programada, donde la primera es una prueba

prenatal comun [15].

El cordéon umbilical humano estd formado por el epitelio amnidtico, tres
secciones de gelatina de Wharton que rodean a una vena y dos arterias. La
gelatina de Wharton funciona como soporte vascular y mas importante aun,
evita que los vasos del cordon umbilical se compriman durante el movimiento
del feto dentro del Utero, garantizando asi una fuente de alimento constante
[16].

La gelatina de Wharton se considera como una gran fuente de células
mesenquimales puesto que solo se compone de estas, donde 1 de cada 300
células es una célula madre mesenquimal. Comparandolo con la medula ésea,
donde ademas de albergar muchos tipos de células, 1 de cada 10 000 a 100
000 células es una célula madre mesenquimal, se puede decir que la gelatina
de Wharton es, en cuestion de dosis y facilidad de obtencion, mejor fuente que

la médula ésea. [17]

En la sangre de corddn umbilical se pueden encontrar células madre
hematopoyéticas, células madre mesenquimales y células madre

multipotentes no hematopoyéticas las cuales expresan SSEA-4, OCT4, SOXz,
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y NANOG [18]. Las células aisladas de la gelatina de Wharton y las células
madre mesenquimales de sangre de cordon umbilical comparten propiedades
como la diferenciacion, baja aparicion de problemas injerto contra huésped,
alta tasa de proliferacion y largo mantenimiento de los telémeros, lo que se

traduce en un mayor numero de pases antes de la senescencia celular [19].

La placenta es un drgano temporal que se forma en la interfaz fetomaterna,
esta formada por amnios, placas coridnicas y decidua, funciona como una
barrera; en ella se encuentran las células epiteliales amnidticas humanas,
células madre mesenquimales de placenta y en las vellosidades de la placenta
se encuentran las células progenitoras mesenquimatosas multipotentes
perivasculares. Las células madre mesenquimales de la placenta tienen la
misma propiedad de adherencia al plastico y de expansién, de hecho, se
expanden mas rapido in vitro que las células madre mesenquimales adultas,
ademas de ser mas inmunosupresoras y menos inmunogénicas. [20] Se
obtienen por separacion mecanica y posterior digestion enzimatica. Han
demostrado ser eficaces para limitar el dafio tisular al inhibir la proliferacidn
de linfocitos, antagonizar la maduracién de células dendriticas, evitar la
liberacion de citocinas inflamatorias y promover el cambio de los macroéfagos

de tipo 1 proinflamatorios (M1) a tipo 2 inmunoreguladores M2. [21].

En el liquido amnidtico el feto se movera libremente dentro del Utero, este
recubre al feto y actla como vehiculo para el intercambio de sustancias
quimicas de la madre con el feto. Esta compuesto principalmente por agua y
electrolitos, pero también contiene sustancias quimicas como glucosa, lipidos,
proteinas, hormonas y enzimas, ademas de sustancias suspendidas y células
que se derivan del tejido extraembrionario, embrionario y fetal. En el liquido
amniotico se encuentran células madre de liquido amnidtico (AFS Cells), se
caracterizan por la expresion del antigeno de superficie c-kit (CD117). Aunque
las células AFS se definen como multipotentes, expresan marcadores de

células madre pluripotente; Oct 4 y NANOG, y pueden diferenciarse en células
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de las tres capas embrionarias, aunque las células del segundo y tercer
trimestre estdan mas comprometidas con el linaje mesodérmico en
comparacion de las células del primer trimestre. Han demostrado que no
generan tumores cuando se administran sin diferenciar en modelos de ratas
inmunodeficientes, por este motivo algunos autores definen su fenotipo celular
como intermedio, entre células madre embrionarias y células madre

mesenquimales [22].

Las células AFS se pueden obtener por procedimientos de rutina como la
amniocentesis a la segunda semana de gestacién, por amniorreduccién a la
tercer semana o0 a través de una cesarea programada. Se sabe que se
encuentran en mayor numero a mitad de la gestacién, se pueden aislar por
seleccién inmunoldgica a través de citometria de flujo, seleccionando a las
células CD117* que son aproximadamente el 1% del total de células del liquido
amniotico [23]. Las células AFS clonales se expanden rapidamente en cultivo,
manteniendo una longitud de teldmeros constante, indicando una alta tasa de

proliferacion [24].
1.2.4 CELULAS MADRE ADULTAS

Las células madre presentes en un organismo, desde que nace hasta que
muere, reciben el nombre de células madre adultas o células madre somaticas.
Estas células son capaces de renovarse y diferenciarse como cualquier célula
madre, pero a diferencia de las células madre embrionarias, pueden generar
células especificas de su linaje para renovar tejidos o reparar dafo. Se sabe
que en todos los tejidos existen células madre, pero no en todos se puede
obtener la misma cantidad ni con la misma facilidad [25], como la médula
o0sea, que contiene al menos tres poblaciones de células madre; las células
madre hematopoyéticas (HSC por sus siglas en ingles Hematopoyetic Stem
Cells), células madre mesenquimales (MSC por sus siglas en ingles

Mesenchymal Stem Cells) y células progenitoras endoteliales (EPC Endothelial
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Progenitor Cells) [26], en el presente trabajo se explicard con mayor detalle
sobre las HSC y las MSC. Otro ejemplo son las células satélite presentes en las
fibras musculares, estas células cumplen con la funcidon de crecimiento vy
reparacion del musculo esquelético [27], células madre gastricas presentes en
el estdmago, las células madre epidérmicas en piel, etc. Cabe senalar que las
células madre somaticas excluyen a las células germinales, como son el évulo

y el espermatozoide.
Las células madre adultas pueden dar lugar a:

1.- Diferentes células de un mismo linaje. Por ejemplo, las HSC son capaces
de generar todos los linajes de la sangre, como son eritrocitos, monocitos,
macréfagos, células dendriticas, neutrdéfilos, eosindfilos y basoéfilos, productos
de la especializacién de células madre mieloides, asi como células T, células
B, megacariocitos y plaquetas, productos de la especializacion de células

madre linfoides.

2.- Un solo tipo de célula como las células satélite que se diferencian en
mioblastos, estos en miocitos, que posteriormente se especializan a fibras
musculares contractiles. Son relativamente raras de encontrar puesto que
ocupan porcentajes pequenos en los tejidos que albergan. Por ejemplo, las
células satélite comprenden el 5% de las células nucleadas presentes en las
fibras musculares, mientras que, en el corazon de ratén, por cada 30 000 a 40

000 cardiomiocitos hay 1 célula madre cardiaca.

Dependiendo de donde se encuentren, las células madre adultas
presentaran poca actividad proliferativa o se renovaran constantemente. Se
cree que la baja actividad proliferativa sirve para minimizar errores en el ADN
cuando ocurre la division celular, ya que las células madre adultas son las
células de respaldo de los tejidos, ademas de que se conserva la capacidad

proliferativa de las células madre. En tejidos como higado, pancreas y pulmon,
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las células madre adultas mantienen un estado quiescente en situacion de
homeostasis, pero cuando el tejido presenta dafio, aumenta la actividad
proliferativa. Por otro lado, en la epidermis y el epitelio intestinal se renuevan
constantemente, asi como la sangre [28], el cual se considera como el tejido

que mas se regenera produciendo 1x10%? células diariamente [29].

1.3 CLASIFICACION DE CELULAS MADRE POR SU POTENCIA.

La potencia de las células madre se refiere a la capacidad variable para
generar distintos tipos de células especializadas. Gracias a que las células se
diferencian en células especializadas, cada célula resultante cumplird con una

funcién especifica.

Las células madre se clasifican en tres grandes grupos segun su potencia:
células madre totipotentes, células madre pluripotentes y células madre

multipotentes

1.3.1 CELULAS MADRE TOTIPOTENTES

Una célula madre totipotente tiene la capacidad de generar un organismo

completo, para esto debe ser capaz de crear [30]:

I. tejido embrionario, el cual se compone de las tres capas
embrionarias (ectodermo, endodermo y mesodermo).
IT1. tejido extraembrionario, conformado por placenta, amnios, saco

vitelino, alantoides y corion.

Las Unicas células consideradas totipotentes son el cigoto, la primera célula
formada por la fecundacién del évulo; los blastémeros, producto de las

primeras divisiones de cigoto; y las células de la mérula.
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1.3.2 CELULAS MADRE PLURIPOTENTES

Por otro lado, las células madre pluripotentes pueden generar tejido
embrionario, pero no pueden crear tejido extraembrionario. Las células madre

embrionarias son un ejemplo de células pluripotentes [31].

En 2006 Shinya Yamanaka reportd otro tipo de célula madre pluripotente,
el cual recibié el nombre de célula madre pluripotente inducida (iPS Cell). En
el experimento inicial tomd células de la piel de ratdén adulto y las infectd con
un virus, el cual transportaba 24 genes. Después de una exhaustiva seleccion,
Yamanaka determiné que, de esos 24 genes, 4 genes: Oct3 / 4, Sox2, KIf4 y
c-Myc eran los necesarios para retroceder a una célula diferenciada adulta a
un estado similar al de la célula madre embrionaria; solo un ano mas tarde
derivo células madre pluripotentes inducidas humanas haciéndose acreedor a
la mitad del premio nobel de medicina o fisiologia en el 2012 el cual compartid
con el britanico John Gurdon. Las iPS cells son capaces de autorrenovarse y
diferenciarse en casi cualquier tejido, con excepcién del tejido

extraembrionario como las células madre embrionarias [32].

El descubrimiento de estas células puso a volar la imaginacion de médicos
y cientificos, se pensaba que al tomar células adultas de un paciente, se
podrian regresar al estado de célula pluripotente y, de esta forma, crear las
células del tejido necesario para tratar al paciente con la gran ventaja que
serian células propias (trasplante autdlogo), eliminando asi la enfermedad de
tejido contra huésped, la necesidad de inmunosupresion y los problemas éticos
que representa trabajar con células madre embrionarias o fetales [33], pero
no se ha resuelto el principal problema que trae consigo el uso de las células
madre pluripotentes en la clinica: la formacidon de teratomas. Hoy en dia se
utilizan iPS Cells principalmente para el modelado de enfermedades, para

probar la eficacia de fadrmacos, asi como medir su toxicidad [34].
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1.3.3 CELULAS MADRE MULTIPOTENTES

Las células madre multipotentes tienen la capacidad de diferenciarse en los
diferentes tipos de células dentro de un mismo linaje, por ejemplos las células
madre hematopoyéticas dan lugar a macrofagos, neutréfilos, baséfilos,
eosinofilos, plaquetas, eritrocitos, linfocitos T y B, célula NK y plasmocitos,
otro ejemplo son las células madre mesenquimales, que se encuentran en todo
el cuerpo y dependiendo de la capa germinal de la que deriven pueden
especializarse a células de hueso, cartilago, tendones, ligamentos, musculo y
médula dsea. Las células madre multipotentes son mas especializadas que las
células madre pluripotentes, pero aun conservan las caracteristicas de
autorrenovacion y diferenciacion que caracteriza a las células madre, ademas,
tienen la gran ventaja de que su obtencién no genera problemas éticos y que
en algunos casos son faciles de obtener, por ejemplo, a través de una
liposuccién, de desechos médicos como las antes mencionadas células madre
derivadas de la gelatina de Wharton, de sangre de cordén umbilical, de
placenta, sangre periférica movilizada con el factor de crecimiento de
granulocitos y aunque es un método invasivo, del aspirado de médula 6sea
[35].

1.4 EL NICHO

Las células madre se localizan en un lugar especifico que ayuda a mantener
la homeostasis y el equilibrio entre actividad e inactividad. Este lugar, mejor
conocido como “nicho”, es un microambiente de tejido capaz de albergar y
mantener a una o mas células madre. Se ha propuesto que otras células
ayudan a mantener este microambiente, por ejemplo, el nicho de las células
madre hematopoyéticas en la médula 6sea, esta soportado por células
endoteliales, osteoblastos y células madre mesenquimales, entre otras [36].
Por medio de factores solubles, biofisicos y mecanicos, vias de sefializacion,

interacciones célula-célula e interacciones célula-matriz extracelular, se
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regulan los estimulos de diferenciacion y de apoptosis, se evita una produccion
excesiva de células madre para evitar la formacion de teratomas, asi como la
activacion periodica de las células madre para producir progenitoras o células
de amplificacion de transito. Dependiendo del érgano de origen de las células
madre, se ejerceran diferentes vias de sefializacién las cuales ayudaran al

mantenimiento de las células madre o a la diferenciacion de estas [28].

Las interacciones célula-célula son de suma importancia para mantener el
nicho y la homeostasis celular, se dan a través de proteinas, por ejemplo, la
N-cadherina se encarga la union entre las células madre hematopoyéticas y
los osteoblastos, la M-cadherina une a las células satélite y a la fibra muscular,
estas interacciones influyen en la divisién celular de las células madre vy, por
lo tanto, afectan la proliferacion. El otro tipo de interaccidn es entre células
madre y la matriz extracelular, la cual destaca por ser un entorno vital para el
desarrollo, la funcion y la reparacién de un tejido. La matriz extracelular es
una red tridimensional que engloba a todos los drganos, tejidos y células que
componen a un organismo, gracias a que es un entorno dinamico, biofisico,
mecanico, bioquimico y especifico de cada tejido, ayuda a la supervivencia,
proliferacion, diferenciacion, y movilizacidon de las células madre. Se compone
por proteinas como colageno, elastina, lamininas, fibronectina, entre otras,
donde el colageno y la elastina, principalmente, forman la estructura de la
matriz extracelular, mientras que las lamininas, fibronectinas y otras proteinas
interactlan con macromoléculas de la matriz extracelular y con moléculas de
adhesidn de las células adyacentes, como las integrinas, para modular sefiales

de proliferacién, autorenovacién o localizacién de las células madre [37].

En la matriz extracelular también se encuentran factores que, dependiendo
de su gradiente de concentracion, activaran las vias de sefalizaciéon que
modularan la autorrenovacién y proliferacion de las células madre. Entre los

factores se encuentran citocinas como el factor de células madre (SCF),

17



tirosina cinasa-3 similar a FMS, trombopoyetina (TPO), factores de crecimiento
como el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), la familia TGF-j,
el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) o biomoléculas como acido retinoico, 6xido nitrico, activina- A, entre
otros.

1.4.1 VIAS DE SENALIZACION

Las vias de senalizacion también forman parte de esta compleja regulacion

de la actividad de las células madre por el nicho, las mas destacadas son:

-Wnt / B-catenina: La B-catenina esta involucrada no solo en esta via,
también en la adhesion célula-célula. Cuando el ligando Wnt no se une al
receptor Frizzled (FZD), la B-catenina se encuentra tanto en las uniones célula-
célula, ayudado por la E-cadherina y la actina asociada al citoesqueleto, asi
como en el citoplasma celular; ahi, un complejo de destruccién formado por la
proteina Axin, la proteina APC (ademomatous polyposis coli), la caseina cinasa
1a (CK1a) y la glucdgeno sintasa cinasa 3B (GSK3pB) fosforila a la B-catenina
secuencialmente en el dominio N-terminal, esta serie de fosforilaciones
permite que la ubiquitina ligasa reconozca a la B-catenina, finalmente la
ubiquitiniza promoviendo su degradaciéon por el proteasoma. La via se activa
cuando Wnt se une al complejo transmembrana formado por FZD y el co-
receptor LRP5-LRP6, cuando esto ocurre varias proteinas se unen al co-
receptor LRP6 incluida Axin, esta unién no permite la fosforilacion de la B-
catenina, por lo que aumentara su concentracion citoplasmatica. Al aumentar
la cantidad de la B-catenina, esta se trasladara al nucleo donde regulara la
expresion de genes diana. Los genes diana codifican principalmente para

proteinas involucradas en la proliferacion [38] (figura 2).

En médula 6sea esta via regula la autorrenovacion y diferenciacion de las

células madre hematopoyéticas, asi como el desarrollo 6seo promoviendo la
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diferenciacion osteoblastica e inhibiendo la diferenciacion de las células madre
mesenquimales a adipocitos y condrocitos [39]. En las HSC, esta via es
importante para la autorrenovacion de las células madre del intestino y las
células madre neurales, ademas, gracias a la interferencia bioldgica entre esta

via y la via Notch se define el destino de las células madre de foliculo piloso

en la piel [37].
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Figura 2. Via de sefializacion Wnt/ 8-catenina. Del lado izquierdo, con el titulo: a Wnt off, se observa la via apagada, sin el
ligando Wnt, lo que conlleva a la destruccion de la 8-catenina por parte del proteasoma. Del lado derecho, con el titulo: b Wnt on,
se observa la via activa, donde el ligando Wnt se une al complejo FZD/LRP5-LRP6 inhibiendo la destruccion de la B-catenina, esto
permite el aumento en la concentracion intracelular de 8-catenina, y su posterior traslado al nucleo, activando genes diana de
proliferacién. Imagen tomada de: Wnt—B8-catenin signalling in liver development, health and disease. Nature Reviews
Gastroenterology & Hepatology.

-BMP: Las proteinas morfogénicas dseas forman parte de la superfamilia
de proteinas del factor de crecimiento transformante B (TGF-B). La via se lleva
a cabo a través de dos receptores tipo 1 y dos receptores tipo 2, los cuales
son receptores transmembrana con un dominio intracelular de serina /
treonina cinasa. Cuando la proteina morfogénica 6sea (BMP) se une a los
receptores tipo 2, estos fosforilan a los receptores tipo 1 activandolos,
posteriormente estos reclutan y fosforilan a las R-SMAD especificas de la via
(SMAD1, SMAD5, SMADS) los cuales pueden formar trimeros con SMAD4 y
translocarse al nucleo donde regulan la expresidn génica mediante su union
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con cofactores como Runx2, DIX5 y Osx. En la ruta no dependiente de SMAD,
el TAK1 fosforilado recluta a TAB1 para iniciar la via de sefializacion, en la cual,
finalmente, MAPK fosforila a Runx2, DIx5 y Osx para promover su actividad

transcripcional. [40] (figura 3)

Esta via de senalizacion es critica durante la embriogénesis principalmente
para la formacién del mesodermo y el desarrollo cardiaco. También ayuda a
mantener la homeostasis del tejido adulto mediando procesos como la
proliferacidon celular, la diferenciacién y la apoptosis, ejemplo de esto es su
papel crucial en la reparacién de fracturas, formacion de cartilago y
remodelacién vascular, asi como la regulacién de la proliferacion de HSC en
médula dsea, promoviendo la autorrenovacion de las células madre el foliculo
piloso y la diferenciacion de las células madre neurales (NSC) en células de
astrocitos, mientras que la inhibicién de esta via promueve la diferenciacién

de las NSC hacia neuronas [41].
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Figura 3. Via de sefializacion BMP. BMP se une al receptor tipo 2, el cual fosforila al receptor tipo 1, y este fosforila a
Smad1/5/8, el cual forma un trimero con Smad4, y se translocard al nucleo para regular genes diana a través de cofactores como
Runx2, DIx5 y Osx. En la via no dependiente de Smad, por medio de la fosforilacion de TAK1 y TABI1, se activa una cascada de
sefalizacion que concluye en la activacion por medio de fosforilaciones de los cofactores Runx2, DIx5y Osx y posterior regulacion de
la expresion de genes por parte de estos cofactores. Imagen tomada de: TGF-8 and BMP signaling in osteoblast, skeletal
development, and bone formation, homeostasis and disease. Bone Research.

-Notch: Esta via tiene lugar en la interaccidon célula-célula por medio de
receptores Notch (NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4) y cinco ligandos de
la familia Delta - Serrate - Lag. El receptor Notch contiene una region
extracelular donde se encuentra el dominio de unidn a ligando, ademas de una
porcion transmembrana y una porcidon intracelular denominado ICN la cual
generara las respuestas posteriores a la activacidén de la via. Al producirse la
interaccion ligando-receptor, da como resultado una escisién proteolitica en el
sitio S2 del dominio extracelular mediada por Ila desintegrina vy

metaloproteinasas, seguido por la escision S3 en la porcién transmembrana
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mediada por la y-secretasa. Después de las escisiones S2 y S3, el ICN se libera
de la membrana plasmatica y se transloca al nucleo, ahi desplaza a los
represores transcripcionales que estan unidos al factor de transcripcion de la
familia RelA RBPJ (recombination signal binding protein for immunoglobulin
kappa J region) en vertebrados cuando la via esta inactiva. Una vez unido al
factor de transcripcién de la familia RelA RBPJ], se reclutan co-activadores y
se promueve la transcripcion de genes unidos por el complejo RBPJ. Cuando
la via se encuentra inactiva, en la regién extracelular, la regiéon reguladora
negativa (NRR) bloquea el sitio de escisidon S2, evitando asi que se lleve a cabo

la sefializacion por medio del ICN [42]. (figura 4)

La activacidon de esta via esta implicada en la autorrenovacién de las células
madre hematopoyéticas y de las células madre neurales, asi como en la
diferenciacion de las células madre gastricas en células epiteliales gastricas, la
diferenciacion de las células progenitoras epiteliales, de las HSC y de las

células madre de la pulpa dental [43].
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Figura 4. Via de sefializacion Notch. Se presenta la cascada de sefializacion a través del contacto célula-célula. Después de la
unidn ligando-receptor, se llevan a cobo dos escisiones en los sitios S2 y S3, en ese orden, esto permite que el dominio intracelular
de Notch (ICN) se transloque al nucleo, desplazando a los represores transcripcionales, permitiendo asi la transcripcion de los genes
diana. Imagen tomada de: Notch as a tumour suppressor. Nature Reviews Cancer.

-SHH: Cuando esta via se encuentra apagada, es decir, cuando la proteina
Sonic Hedgehog (SHH) no esta unida al receptor de superficie transmembrana
Patched 1 (PTCH1), este ultimo no permitird que la proteina Smoothened
(Smo) se ancle a la membrana plasmatica. Si la proteina Smo no se une a la
membrana plasmatica la via se encontrara bloqueada puesto que la activacidn
de Smo es esencial para la sefalizacidén posterior. Ademas de la represiéon de
Smo por PTCH1, la segunda proteina de mayor importancia, la proteina Gli
(Gli1, Gli2, Gli3), se encontrara bloqueada por una serie de fosforilaciones por
parte de cinasas como PKA, CK1 y GSK3p, creando a la forma reprimida de Gli
(GIiR) por ciertos cortes en la proteina, asimismo la proteina Gli se encontrara

unida al complejo (Costal 2) Cos 2/KiF7 y a SuFu los cuales secuestran a la
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proteina Gli promoviendo también la formacion de GliR. GliR viajara al nucleo

e inhibira la transcripcion de los genes diana [44].

La via SHH comienza cuando la proteina Sonic Hedgehog (Shh)
perteneciente a la familia HH, se une al receptor de superficie transmembrana
Patched 1 (PTCH1) esto permitira que la proteina transmembrana Smo se
ancle a la membrana plasmatica y se active por medio de una fosforilacion.
Posteriormente, Smo reclutara al complejo Cos 2 /KiF7, KiF7 blogqueando la
funcién de SuFu, liberando a la proteina Gli, y evitando el corte que promueve
la formacion de GliR. La proteina Gli se mantendra activa al no cortarse y
viajara al nacleo para promover la transcripcion de los genes diana como Ptc,
Wg y Dpp. [45] (figura 5)

La via de sefializacion SHH se activa en los tejidos adultos principalmente
después de una lesion promoviendo la proliferacion celular en el pancreas
exocrino, la prostata y la vejiga, ya que activa genes proliferativos de células
madre como MYC, ciclina D1, factor de crecimiento similar a la insulina (IGF2)
y BMI1 [46]. Es vista como una de las vias mas importantes en la
embriogénesis [45]. La aberracién en la regulacion y transduccion de esta via
se ha relacionado con defectos de nacimiento, de regeneracion de tejidos, de
renovacion de células madre y de crecimiento de cancer. También es
importante en la diferenciacidon de los progenitores de las neuronas motoras
ya que se ha demostrado que la inhibicién de la via SHH detiene su
diferenciacion [47], asi como en la homeostasis ésea puesto que se activa
después de una fractura promoviendo la diferenciacion, proliferacion y

formacién de los osteoclastos asi como en la vascularizacion [48].
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Figura 5. Via de sefializacion SHH. Lado izquierdo OFF STATE: Cuando esta via se encuentra apagada, el
receptor PTCH1 (patch 1) no permite que la proteina Smo (Smoothened) se ancle a la membrana plasmdtica,
ademds la proteina Gli se mantiene secuestrada por el complejo Cos2/KiF7 y SuFu, Gli se fosforila por ciertas
cinasas como PKA y CK1 promoviendo cortes en la proteina, creando la forma reprimida de la proteina Gli, GIiR.
Lado derecho ON STATE: Cuando el ligando SHH se une a la proteina PTCH1, este libera la represion de Smo
permitiendo que se ancle a la membrana plasmdtica, que se active por medio de una fosforilacion y que reclute
a SuFu junto con el complejo Cos2/KiF7 liberando a la proteina Gli sin escindir manteniendo su forma activa. Gli
activa viajard al nucleo para promover la transcripcion de los genes diana. Imagen tomada de: Novus
Biologicals a biotechne brands, https://www.novusbio.com/hedgehogpathway.html 22 de mayo del 2019.
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La informacién anterior se resume en la siguiente tabla:

Tabla 1. Resumen de las vias de sefializacion destacadas presentes en el nicho. Células madre hematopoyéticas (HSC); Células
madre intestinales (ISC); Células madre neurales (NSC); Células madre mesenquimales (MSC); Células madre del foliculo piloso
(HFSC); Células madre gdstricas (GSC); Células madre de la pulpa dental (DPSC)

ViA DE LA ACTIVACION DE ESTA VIA PROMUEVE:
SENALIZACION | Autorrenovacion Diferenciacion Otra
WNT / B- | - HSC, ISC, NSC - De HSC a células - Desarrollo 6seo
CATENINA sanguineas maduras. inhibiendo la
- De MSC a diferenciaciéon de
osteoblastos. MSC a adipocitos y

a condrocitos.
BMP - HSC, HFSC - De MSC a condrocitos. - Embriogénesis.

- Formacion del

mesodermo.
NOTCH - HSC, NSC - De GSC a células
epiteliales gastricas.
- De HSC y de DPSC
SHH -HSC - De MSC a osteoclastos - Promueve la

diferenciacion

Gracias a la comprensién de las células madre y sus nichos se han podido
desarrollar nichos artificiales para crear entornos similares y con esto, tener
mejor control en los cultivos y mejor conocimiento de las vias de sefializacion
necesarias para mantener por mas tiempo a las células madre en cultivo.
También y aln mas interesante, se podrian crear terapias especificas dirigidas
al nicho [49].

1.5 LA MEDULA OSEA

La médula ésea es un sitio altamente dindmico, siendo el principal érgano
hematopoyético y un tejido linfoide primario en el adulto. Constituye del 4%
al 6% del peso corporal. Los huesos humanos estan compuestos por hueso

cortical o compacto, el cual rodea al hueso trabecular o esponjoso (figura 4).
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Dentro de los espacios que se forman en el hueso trabecular se encuentra la
médula dsea, sera medula dsea roja en aquellos huesos que producen células
sanguineas, y médula amarilla en los demas huesos. Ambas médulas estan
irrigadas por numerosos vasos sanguineos que reciben el nombre de

sinusoides. [50]

Anatomia del hueso
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Figura 6. Imagen ilustrativa de la  ubicacion de la  medula  dsea. Imagen  tomada  de:
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario/def/cancer-de-la-medula-osea. El dia 17 de mayo de 2019.

La medula roja es altamente hematopoyética, se encuentra en el hueso
esponjoso, principalmente en las vértebras, las caderas y en los huesos largos.
La médula roja estd compuesta por un componente hematopoyético
(parénquima) y un componente vascular (estroma). El parénquima contiene
células madre hematopoyéticas y a los descendientes celulares de éstas,

ademas de megacariocitos. El estroma contiene todas las células no
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hematopoyéticas, incluidas las células madre mesenquimales, las cuales
apoyan al correcto desarrollo de las células sanguineas maduras [51]. La
médula amarilla estd compuesta mayormente por adipocitos, se encuentra
principalmente en las cavidades centrales de los huesos largos, estas
cavidades reciben el nombre de cavidad medular. Al nacer, toda la médula se
compone de médula roja y a medida que pasan los afos, ésta se va
sustituyendo por médula amarilla. Los adipocitos de la médula amarilla sirven

como fuente de energia en tiempos de inanicién severa [50].

La funcién primaria de la médula 6sea es la hematopoyesis, que
etimoldgicamente significa formacion de sangre (hema, “sangre”; poiesis,
"formacion”). La médula 6sea comienza la produccidon sanguinea a partir del
cuarto mes de gestacidon y continla trabajando durante toda la vida de la
persona. La sangre es el tejido que mas se regenera en el cuerpo, este se
compone de gldbulos rojos, gldbulos blancos, plaquetas y factores solubles. La
médula ésea produce diariamente cerca de 200 000 millones de eritrocitos y
10 000 millones de leucocitos a través del proceso hematopoyético, por lo cual

se considera a la médula ésea como un tejido altamente activo. [51].

1.5.1 CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

Las células madre hematopoyéticas (HSC) son las responsables de la
hematopoyesis, proceso por el cual se formaran las células sanguineas de un
organismo durante toda su vida. Cada célula sanguinea cumple con una
funcidn importante en el organismo, los eritrocitos transportan oxigeno y CO2,
las plaquetas regulan la coagulacién sanguinea y los granulocitos junto con los
monocitos son indispensables para librar batallas contra los invasores que dia
a dia atacan al cuerpo, como bacterias, virus, hongos y parasitos [52]. Ademas
de tener diferentes funciones, el tiempo de vida media de cada una también
es variable, por ejemplo, los eritrocitos viven 120 dias aproximadamente,

mientas que los neutroéfilos viven aproximadamente de 24 a 48 horas, por lo
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tanto, es de suma importancia que la hematopoyesis se desarrolle de forma
continua y controlada. Las propiedades de autorrenovacion y diferenciaciéon de
las células madre hematopoyéticas son estriccamente controladas tanto
positiva como negativamente a través de factores intrinsecos y extrinsecos,
donde el nicho de las HSC en la médula dsea es uno de los reguladores de

mayor importancia [53] (Figura 7).

Las células madre hematopoyéticas son pequenas células similares a
linfocitos, de forma esférica, con poco citoplasma y con pocos organelos
celulares, se les reconoce por marcadores inmunofenotipicos tales como
Lineage” CD34* CD38" c-kit* y carecen de marcadores de células diferenciadas
como de granulocitos, monocitos o de eritrocitos. Las primeras HSC que
aparecen en el organismo con la capacidad de regenerar a todo el sistema
sanguineo se encuentran en la regién aorta-gonadal-mesonefros durante la
embriogénesis, aunque se sabe que la hematopoyesis primitiva tiene lugar en
el saco vitelino, tras la aparicién de los primeros eritrocitos que suministran
oxigeno al embridn, esto convierte a la placenta en un importante reservorio
de HSC. Cuando se forman los vasos sanguineos, las HSC migran al higado
fetal donde se autorrenovaran aumentando en numero y se diferenciaran para
dar lugar a las diferentes células sanguineas, con el paso del tiempo las HSC
migraran y se alojaran en la médula ésea por medio de quimioatrayentes tales
como CXCL12 secretado por las células estromales de la médula ésea que
atraeran a las HSC que expresen CXCR4, entre otras moléculas de adhesién
[54]. Las HSC se conocen por ser una poblacidn celular rara, puesto que en
humanos del 0.005% - 0.01% de las células nucleadas presentes en la médula
O0sea son células madre hematopoyéticas, esto quiere decir que 1 de cada
10,000 células en la médula 6sea es una célula madre hematopoyética,
también se encuentran en cantidades mas pequefias en el bazo, el higado, el
musculo y la grasa [53]. En la médula odsea, las células madre

hematopoyéticas se encuentran en condiciones de hipoxia relativa, un estado
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favorable para la quiescencia celular, donde ciertas sefiales especificas dadas
por factores internos y externos provocaran la activacion de las HSC para que

se diferencien o se autorrenueven [50].
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Figura 7 Esquema de la hematopoyesis incluyendo los factores, las vias y las citocinas necesarios para la diferenciacion desde
las HSC hasta las diferentes células maduras. Imagen obtenida de Harrison: Principios de medicina interna, 19 edicién.

Las HSC han sido de gran ayuda en el trasplante de médula 6sea, desde
que en 1968 se informo del éxito de un trasplante alogénico para un paciente
pediatrico con sindrome de inmunodeficiencia grave [55]. Desde entonces se
han reportado trasplantes tanto autélogo como alogénicos exitosos. Ambos
trasplantes tienen sus pros y sus contras, por ejemplo, en el trasplante
autdlogo no se produce la enfermedad de injerto contra huésped pues, dado

que las células infundidas son propias del paciente no se genera reaccién
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inmunitaria; para este tratamiento la médula dsea se obtiene del paciente, se
purifican las células madres, se criopreservan y se reinfunden en el paciente
en el momento adecuado. El porcentaje de éxito del trasplante autdlogo
resulta del 80%. Por otro lado, en el trasplante alogénico se pretende que el
donador sea un miembro de la familia compatible con el HLA del paciente, el
hecho de que las células no sean del paciente puede generar la enfermedad
de injerto contra huésped (GvDH por sus siglas en inglés), por lo que se
inmunosuprime al paciente antes y después del tratamiento, este tipo de
trasplante es exitoso de un 60% a 70% dependiendo del emparejamiento
donante-receptor [55]. El trasplante de médula o6sea se utiliza en
enfermedades como mieloma multiple, un tipo de cancer de la médula dsea
donde se producen células plasmaticas anormales, linfoma de Hodgkin donde
se forman células malignas en el sistema linfatico, leucemia y otros tipos de

neoplasias malighas [56].

Las células madre hematopoyéticas pueden aislarse a partir de aspirado de
médula dsea, de sangre de corddon umbilical y de sangre periférica movilizada
por el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF),

aungue por cuestion de dosis se sigue prefiriendo a la médula ésea [57].

1.5.2 CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Las células madre mesenquimales se identificaron por primera vez en la
médula dsea, se sabe que en ese tejido son las responsables de mantener el
nicho de las células madre hematopoyéticas, ademas, se diferencian en
adipocitos, condrocitos y osteoblastos, estas ultimas también son importantes
en el mantenimiento de las HSC. Se revisaran en profundidad en el siguiente

capitulo.
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CAPITULO 2. CELULAS MADRE MESENQUIMALES

2.1 HISTORIA

En 1968 Friedenstein y colaboradores describieron a las células madre
mesenquimales obtenidas de médula ésea de ratdn como células similares a
fibroblastos adherentes al plastico [58], asi comenzd la investigacion de estas
células. Aungue en ese entonces Friedenstein no les dio el nombre por el que
se les conoce ahora, en su trabajo publicado en la revista Transplantation
llamado “Heterotopic of bone marrow. Analysis of precursor cells for
osteogenic and hematopoietic tissues”, las mencionaba como células
precursoras para los tejidos osteogénicos o células madre osteogénicas. En
trabajos posteriores las cultivo y obtuvo colonias, siendo el primero en aislar
a las células madre mesenquimales, ademas se dio cuenta que las células
derivadas de estas colonias no solo se diferenciaban in vitro en osteocitos,
también en condrocitos y adipocitos, y por ultimo fue de los primeros en pensar
que estas células modificaban el microambiente de los tejidos
hematopoyéticos [59]. Tiempo después en 1991 se propuso el nombre de
células madre mesenquimales por Caplan ya que se dio cuenta que estas
células son capaces de diferenciarse en muchos tipos de células del tejido

conectivo.

2.2 GENERALIDADES

El mesénquima segun la Real Academia Espafiola se define como el tejido
conectivo embrionario a partir del cual se forman los tejidos musculares y
conectivos del cuerpo, asi como los vasos sanguineos y linfaticos [60]. Todos
los anteriores derivan del mesodermo, una de las tres capas germinales en la
embriogénesis, motivo por el cual, las células madre mesenquimales se

pueden diferenciar en cualquier tipo de células de dicho linaje como grasa
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(adipocitos), cartilago (condrocitos), células de hueso (osteoblastos),

cardiomiocitos, miocitos, entre otros.

Las células mesenquimales son células madre multipotentes, adherentes
al plastico, no hematopoyéticas. Dado que el mesénquima es practicamente
omnipresente en el cuerpo, estas células se han encontrado en casi todos los
tejidos adultos incluida la médula dsea, el tejido adiposo, pulpa dental,
musculo liso, musculo esquelético y cardiaco, higado, bazo, testiculos, sangre
menstrual, pancreas, periostio, membrana sinovial, dermis, pericitos, hueso
trabecular, pulmoén, sangre periférica movilizada, ligamento periodontal,
liguido amnidtico, la gelatina de Wharton, en sangre de cordén umbilical y en

la placenta [61].

Debido a sus multiples fuentes de obtencion, el Congreso de la
International Society of Cellular Therapy establecid en 2006 los criterios
minimos para considerar a una célula como célula madre mesenquimal, entre

los que se incluyen [62]:

a. Permanecer adherentes al plastico en condiciones de cultivo estandar.

b. La expresion de CD166, CD105, CD73 y CD90, asi como niveles variables
de STRO-1, CD29, CD44, CD71, CD271 Y GD2.

c. Carecer de la expresion de antigenos hematopoyéticos, CD45, CD34,
CD14 o CD11b, CD79a o CD19, y MHC tipo II.

d. Diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condrocitos in vitro.

Es importante hacer hincapié en la falta de MHC II y de las moléculas
coestimuladoras CD40, CD40L, CD80 y CD86 ademas de la baja expresion de
MHC I ya que esto garantiza que el trasplante de células madre mesenquimales
provenientes de un ser humano diferente al paciente, llamado trasplante
alogénico, se realice sin inmunosupresion ni la aparicion de la enfermedad de

injerto contra huésped [63].
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La funcion principal de las moléculas codificadas a partir del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) es unir péptidos antigénicos vy
presentarlos a los linfocitos T, para que sean reconocidos a través del receptor
antigénico T (TCR). Existen dos tipos de moléculas, las de clase I y las de clase
II, estas difieren estructural y funcionalmente. Las moléculas de clase 1 estan
formadas por una cadena transmembrana llamada a (alfa) unida no
covalentemente a una pequefa proteina extracelular llamada B2-
microglobulina, la proteina a forma un espacio llamado hendidura peptidica
donde se unen péptidos derivados de proteinas del citosol, sean propios o de
algun patégeno, como es el caso de infeccidon por virus, bacterias y parasitos
que entran y se albergan en las células [64]. Estos son degradados y los
péptidos pequenos resultantes se cargan en las moléculas de clase I, los cuales
seran llevados posteriormente a la superficie celular, si los antigenos son
propios no se dafara a la célula, pero si se detecta algo extrafio, las células T
CD8™ o citotdxicas destruiran a la célula para eliminar al virus o patdogeno que
se encuentra en el interior de estas [65]. Las moléculas de clase II estan
formadas de dos cadenas transmembranales, una alfa y una beta, los
extremos de ambas cadenas formaran la hendidura peptidica donde se uniran
péptidos derivados de proteinas presentes en las vesiculas, sean propias o de
algun patdégeno que haya sido endocitado, asi cuando las células
presentadoras de antigeno (APC), como las células dendriticas o los
macrofagos, endocitan a algln cuerpo extrafio, las proteinas seran cortadas
hasta ser fragmentos de una longitud de hasta 25 aminoacidos.
Posteriormente el péptido se cargara en la hendidura peptidica y el complejo
molécula clase II-péptido migrara a la superficie celular. Las APC se dirigiran
a los tejidos linfaticos secundarios donde se presentaran dichos antigenos a
las células T CD4* las cuales, por medio de moléculas como IL-2 o IFN gamma,
activaran a los linfocitos T CD8+ y aumentaran la expresion de las moléculas
del MHC propio para dar aviso de la invasion y que la respuesta se intensifique
[66]. Las moléculas clase I estan presentes en todas las células nucleadas del
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organismo, al contrario, solo las células presentadoras de antigeno cuentan

con moléculas clase II [67].

En el alotrasplante se reconocen dos vias de rechazo al injerto, la via
directa que depende de la presentacion de las moléculas clase II ajenas por
parte de las APC del donante a los linfocitos T CD4+ del receptor y la via
indirecta donde los antigenos presentados por las APC del receptor son las
moléculas del HLA del donante entre otras moléculas altamente antigénicas.
Se sabe que las células T con aloreactividad directa son de entre el 1 al 10%
del total de las células T, por lo que es de esperar que la magnitud de la
respuesta ante antigenos provenientes de moléculas del HLA sea
marcadamente mas intensa que la generada por otros antigenos extrafios. Por
estas razones se considera que la via directa es la ruta dominante en el rechazo

agudo de injertos [68].

A las células madre mesenquimales se les ha dado el titulo de
inmunoprivilegiadas porque, al no tener moléculas de clase II, evaden a los
linfocitos T CD4* quienes, al no poder unirse con las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad, no pueden dar aviso del tejido ajeno al cuerpo.
A esto se suma su gran inmunomodulacion, gracias a mecanismos de contacto
célula-célula y factores secretados, las células madre mesenquimales tienen
la capacidad de fomentar cambios funcionales de monocitos/macrofagos,
células dendriticas, células T, células B, y células Natural Killer (NK) [69]
(figura 8).

Los macrdéfagos/monocitos presentan dos fenotipos, el M1 o
proinflamatorio y el M2 o antiinflamatorio. El cultivo de macréfagos con MSC
aumenta los niveles de CD206, la produccién y secrecién de IL-10, la citoquina
de mayor poder antiinflamatorio, siendo estos indicadores del fenotipo M2,
esto por la liberacion del antagonista del receptor de interleucina 1 (IL-1RA)

por parte de las MSC que se sabe promueve el cambio de los macroéfagos al
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fenotipo antiinflamatorio, ademdas de aumentar la capacidad fagocitica
mejorando la tolerancia a sefales de inflamacién [70]. Sumado a esto las MSC
secretan IL-6 y el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), disminuyendo
los niveles de IL-12, citocina proinflamatoria secretada por las APCs, Factor de
Necrosis Tumoral Alpha (TNF-a) se secreta principalmente por macréfagos
activados provocando la posterior activacion de la respuesta inmune, IL-1a
citocina proinflamatoria, asi como disminucion del HLA-DR disminuyendo la
cantidad de moléculas del MHC tipo II y asi evitando la presentacion de

antigeno por los macréfagos a los linfocitos T CD4* [71].

Por otra parte, las células dendriticas (CD) fagocitan antigenos, activando
posteriormente a células NK, linfocitos T y B. Cuando se cultivan en un entorno
proinflamatorio junto con las MSC, se observa una disminucion de moléculas
del MHC de clase II y de moléculas coestimuladoras como CD40 y CD80/86
dirigiendo a la célula dendritica a un fenotipo inmaduro (iCD), también
disminuye la produccion del TNF-a y IL-12, ademas de aumentar la produccién

de IL-10 generando un ambiente antiinflamatorio [71].

Las MSC suprimen a las células T activadas, sean CD4+, CD8+, Tyd o
CD4*CD8*. Las MSC provocan un cambio de Thl proinflamatorio a Th2
antiinflamatorio ademas de facilitar la formacién de Treguladoras
CD4+CD25*FoxP3* [72] a través de la liberacion del factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1) y la liberacion del ligando-18 de quimiocinas
CC (CCL-18) inducible por parte de los monocitos por la IL-10, quienes
también liberan TGF:B1. Gracias a esto se inhibe la produccion de INF-y, TNF-
B, IL-1B e IL-6 por parte de las células Th1l, promoviendo la produccion y
secrecion de IL-2 e IL-10 de las células en Th2. También en cultivo se ha
demostrado que pueden convertira las Th17 de IL-17A* a Treg IL-17A" FoxP3*
inhibiendo la produccién de IL-17, IL-17F, IL-21, IL-22 y disminuyendo la

expresion del receptor CCR6, un receptor que ayuda a las Th17 a migrar a los
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sitios de inflamacidén por quimiotaxis [73]. Las células madre mesenquimales
secretan de forma constitutiva indoleamina-2,3-dioxigenasa o IDO el cual
agota triptéfano, aminoacido necesario para la expansion de las células T, sin
él, aumenta la secrecién de IL-4 en las células Th2 disminuyendo la produccién
de INF-y (interferon gamma) por las células Th1. Las MSC producen Galectina
1 y semafora-32 que inhiben la proliferacion de las células T deteniéndolas en
la fase G1 [74].

Las células B también cuentan con un estado regulador Breg el cual se
desencadena por la producciéon de IL-1RA el cual por un lado inhibe la
diferenciacion de las células B en plasmocitos y por el otro lado dirige la
diferenciacion de las células B hacia células B reguladoras las cuales secretan
IL-10 ayudando a la conversion de los linfocitos T CD4* en Treg CD4+ CD25*
FoxP3* [70]. Y finalmente las células madre mesenquimales también pueden
inhibir fuertemente la proliferacion de las células NK por la secrecién de
Prostaglandina E2 (PGE2), IDO, TGF-B1, IL-6 y 6xido nitrico (NO) [74].
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PROPIEDADES INMUNOMODULADORAS DE LAS MSC
NEUTROFILOS CELULAS NK

- Reduccion de la apoptosis
-Reduccion de la movilizacion al
tejido M5Cs
- Reduccion de la union de los
neutdfilos al endotélio vascular.
- Estimulacion de la secrecion
de citoquinas.

MACROFAGOS

& @

- Inhibe la activacion
- Disminuye la actividad
citotoxica

LINFOCITOS

- Inhibe la proliferacion

- Disminuye la sintesis de citoquinas proinflamatorias
- Aumenta la produccion de citoquinas
antiinflamatorias

- Estimula la migracion in vitro
- Movilizacion al area de la lesion

- Activacion de las funciones . - Aumenta el porcentaje de los linfocitos T reg
inmunomodulatorias - Reduce la sintesis de inmunoglobulinas
- Conversion de M1 a M2 - Inhibe la diferenciacion a plasmocitos
- - - Disminuye la expresion de quimiocinas y de sus
CELULAS DENDRITICAS receptores
MASTOCITOS

- Reduce la movilizacién tisular - Limita la degranulacion
- Inhibe la maduracion - Reduce la quimiotaxis

Figura 8. Resumen esquematizado de las propiedades inmunomoduladoras de las células madre mesenquimales a las células
inmunes. Imagen obtenida y editada de: Mesenchymal stem cells: Emerging mechanisms of inmunomodulation and therapy. Word
Journal of Stem Cells, 2014.
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Figura 9. La inmunosupresion de las células inmunes (A) innatas y (B) adaptativas de las células madre mesenquimales
mostrando los diversos mecanismos moleculares. Imagen obtenida y editada de: Mesenchymal stem cells: Emerging mechanisms of

immunomodulation and therapy, Word Journal of Stem Cells 2014.

La accién inmunomoduladora de las células madre mesenquimales no se
limita a los factores solubles que secretan, aunque en gran medida se
consideran los mas importantes para dicha accion.

mesenquimales cuentan con moléculas que les ayudan a migrar a los sitios de
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inflamacion y a unirse con las células T ayudando a disminuir su actividad
proinflamatoria; para esto, moléculas de adhesion como las moléculas ICAM-
1 y VCAM-1 estan presentes en la superficie celular. ICAM-1, también llamada
CD54, (intercelular adhesion molecule - 1) es crucial para unirse a células
endoteliales y linfocitos T, asi como las moléculas VCAM-1 (vascular cells
adhesion molecule - 1) o CD 10 [75], también se pueden encontrar moléculas
pertenecientes a la familia B7 como la molécula B7-DC también Illamado
ligando programado de muerte 2 (PD-L2) cuya expresion y secrecién esta
regulado por INF-y y TNF-q, el cual suprime la activacion de los linfocitos CD4+
disminuyendo la secrecion de IL-2 y aumentando la expresiéon de FOXP3
promoviendo un estado regulador [76]. En la membrana plasmatica también
se encuentra B7-H1 (CD274) también conocido como el ligando de muerte
programada 1 (PD-L1) el cual estad regulado por moléculas como INF-y, su
expresién suprime la activacion de linfocitos T; B7-H4 otra molécula de la
familia B7, produce un efecto inhibitorio sobre el crecimiento, la secrecion de
citoquinas proinflamatorias y el desarrollo de la citotoxicidad de las células T.
Por Ultimo, en la membrana plasmatica de las MSC se encuentran moléculas
como ephrinB2 y EPHB2 quienes, tras unirse con EPBHB4 y ephrinBl
respectivamente, que son moléculas presentes en la membrana plasmatica de
linfocitos T, promueven la secrecion de IDO, TGF-B, e iNOS por parte de las
MSC y disminuyen la secrecién de TNF-a, IL-2 e IL-17 por parte de los linfocitos
T[77].

Las células madre mesenquimales también han resultado benéficas para la
angiogénesis gracias a la secrecion de factores proangiogénicos como bFGF
(factor de crecimiento de fibroblastos basico), TGF-B (factor de crecimiento
transformante beta), PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas),
angiopoyetina-1, PGF (factor de crecimiento placentario), IL-6, MCP-1

(proteina quimiotactica de monocitos-1), EGF (factor de crecimiento
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epidérmico), HGF (factor de crecimiento de hepatocitos) y VEGF (factor de

crecimiento endotelial vascular) [78].
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Figura 10. Habilidad de diferenciacion, angiogénesis e inmunomodulacidn de las células madre mesenquimales mostrando
los factores secretados, las células afectadas y las principales consecuencias de la secrecion de dichos factores. Imagen tomada y
traducida de: Molecular and Cellular Mechanisms Involved in Mesenchymal Stem Cell-Based Therapy of Inflammatory Bowel
Diseases, Stem Cell Reviews and Reports

Por su potencial inmunomodulador y angiogénico, sumando su capacidad
de proliferacién y diferenciacion, se pensé en las células madre mesenquimales
como el material de reparacién de tejidos y érganos al reemplazar a las células
dafiadas por células nuevas y funcionales proporcionadas por la diferenciacion
de MSC [79] (figura 10), pero se ha probado que las células madre
mesenquimales no sobreviven mucho tiempo en el huésped ya sean
administradas por via intravenosa, o directa en el tejido. Al administrar células

madre mesenquimales radiomarcadas por via intravenosa en un modelo
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animal, se ha demostrado que la mayor parte de la radioactividad permanece
en el parénquima pulmonar [80], siendo esto un gran problema para la clinica
puesto que las MSC no llegan al sitio de lesion. En otro estudio, al administrar
MSC por via intraarterial se elimina el paso por el pulmdén aumentando las
probabilidades de que las MSC lleguen al sitio de lesidn, pero resulta ser un
procedimiento peligroso ya que en un estudio de isquemia cerebral transitoria
en ratas, se demostrd que al administrar MSC por via intraarterial se lograban
encontrar MSC en el tejido cerebral en comparacion de la administracion via
intravenosa donde no se observaron sefales de MSC, pero la via intraarterial
incrementa el riesgo de lesion cerebral [81]. Por otro lado, la aplicacion directa
tampoco arroja buenos resultados al injerto de MSC puesto que, si bien se
presenta una mejora en los padecimientos tratados, las células alogénicas
injertadas en el tejido del receptor no sobreviven mucho tiempo y el porcentaje
de células injertadas resulta bajo, por ejemplo a bebés con osteogénesis
imperfecta se les administré MSC alogénicas, se comprobd la efectividad de
estas células puesto que se aumentd la densidad 6sea y se redujeron las
fracturas, pero se encontré que menos del 2% de las MSC del donante lograron
injertarse [82]. En otro estudio inyectaron en miocardio isquémico MSC de
ratones transgénicos cuyas MSC presentaban B - galactosidasa, obteniendo
como resultado un aumento en el factor de células madre miocardicas y en la
angiogénesis, pero no se observé mitogénesis de las células del huésped ni se
observaron cardiomiocitos B - galactosidasa positivos [83].También se ha
informado que menos del 1% de las MSC sobreviven mas de una semana
después de la administracién IV [84]. Por estos resultados se cree que el
injerto de MSC no es el principal mecanismo de accién de estas células, mas
bien son los factores de crecimiento, las citoquinas y demas sustancias

secretadas por las células madre mesenquimales.
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CAPITULO 3. EXOSOMAS Y CULTIVO CELULAR

Las células se comunican a través de una serie de moléculas, las cuales
viajan solas como varios factores de crecimiento o citoquinas, o viajan
empaquetadas en forma de vesiculas extracelulares, estas Ultimas son
estructuras derivadas de la célula, formadas por una bicapa lipidica que rodea
a los factores bioactivos [85]. Dentro del grupo de vesiculas extracelulares se
encuentran las microvesiculas, los exosomas y los cuerpos apoptéticos, entre
ellos varian en su formacién, en su tamafo y en la carga que llevan. Se sabe
que diferentes células secretan vesiculas extracelulares, como las células
dendriticas, las células endoteliales, células epiteliales, células madre adultas,
células madre embrionarias, células madre mesenquimales y células
tumorales, también se han encontrado en diferentes fluidos como en la sangre,
la orina, la saliva, o la leche materna [86]. Estas vesiculas se han conservado
como un medio de comunicacion celular a lo largo de la evolucién,
demostrando asi su gran importancia no solo en humanos, también en otras

especies [85].

Las microvesiculas tienen un diametro de entre 100 a 1000 nm, estas se
desprenden de la membrana plasmatica de las células formando una
evaginacion cuyo contenido es cargado directamente del citosol. Los cuerpos
apoptoéticos se forman tras la muerte de las células, tienen un diametro de
entre 50 a 500 nm, en su interior se pueden encontrar proteinas, ARN y ADN.
Por otro lado, los exosomas presentan un diametro de entre 30 nm a 120 nm,

con una densidad de entre 1.13 a 1.19 g/mL.

3.1 BIOGENESIS
La creacion de un exosoma es un proceso de maduracién que se lleva a

cabo gracias a sefiales intrinsecas y extrinsecas del medio local y la posterior
regulacion de vias de sefializacion celular. Comienza tras la aparicidon de una

vesicula endocitica formada por la invaginacion de la membrana plasmatica de
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la célula, esta vesicula madura a endosoma temprano y éste a endosoma
tardio. En el endosoma tardio se forman y se acumulan en su interior vesiculas
intraluminales. Los endosomas tardios que en su interior contienen vesiculas
intraluminales pueden dirigirse hacia dos caminos, o se fusionan con lisosomas
para ser degradados o el endosoma tardio se unird a la membrana y liberara
a las vesiculas intraluminales, las cuales ahora adoptaran el nombre de
exosomas (Figura 11). Una vez liberados, los exosomas pueden ser
internalizados por células diana a través de la fusién directa de membrana,

endocitosis o fagocitosis, o pueden ser movilizados a través de los fluidos [87].
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Figura 11. Esquema de la biogénesis y liberacion de los exosomas. La imagen muestra la formacion de un endosoma, el cual
representa al endosoma temprano y su maduracion hasta endosoma tardio, en la luz del endosoma tardio se acumulardn las
vesiculas intraluminares las cuales cuentan con una membrana rica en tetraspaninas como CD9y CD82, TSG101 o tumor suceptibility
gene 101y Hsp70 también llamada proteina de shock térmico. Imagen tomada de: Mesenchymal stem cell exosomes: a two-edged
sword in cancer therapy.
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3.2 COMPOSICION
Para identificar a los exosomas de entre las demas vesiculas extracelulares

se han identificado marcadores que estan presentes en todos los exosomas
independientemente de su tipo celular de origen. Se sabe que la membrana
plasmatica de los exosomas es rica en tetraspaninas, las cuales son
glicoproteinas de superficie que forman microdominios adherentes,
principalmente CD9 y CD82, aunque también se encuentran CD81 y CD63
[88]. Ademas la membrana plasmatica de los exosomas cuenta con proteinas
de fusién, transporte de membrana y trafico de vesiculas como la flotillina,
anexinas y proteinas Ras como Rab-5B. Asimismo, se encuentran proteinas
relacionadas con la formacién de los cuerpos multivesiculares pertenecientes
a ESCRT como TSG101 de “tumor susceptibility gene 101” el cual es un
regulador del trafico vesicular y es una de las proteinas encargadas del control
de la carga protéica en los exosomas [89] y Alix, una proteina multifuncional
involucrada en la endocitosis y la biogénesis de los cuerpos multivesiculares,
ademas esta involucrada en la concentracion vy la clasificacidn de las proteinas
gue se cargan en las vesiculas intraluminares de los cuerpos multivesiculares
[90]. Sumado a esto, los exosomas también presentan grandes cantidades de
lipidos en su membrana, como colesterol, esfingomielina y esfingolipidos, lo
que indica que, si la membrana tiene subdominios enriquecidos con estos
lipidos, podrian ser importantes en la sefializacion y la clasificacion de la carga
de los exosomas. En la membrana también se pueden encontrar integrinas,
receptores del factor de crecimiento, proteinas de choque térmico como hsp70
y hsp90, y proteinas citoesqueléticas como tubulina y actina [91], estas
Ultimas también estan presentes en el cuerpo multivesicular y es gracias a
estas proteinas que los cuerpos multivesiculares pueden migrar hacia la
membrana plasmatica de la célula para fusionarse y liberar a los exosomas
[88].

45



Antes se pensaba que el contenido de los exosomas era al azar, pero
investigaciones recientes demuestran lo contrario, el hecho de que la
composicion molecular de los exosomas no sea reflejo de sus células de origen
indica que existen mecanismos que regulan la clasificacidon de la carga en los
exosomas, por ejemplo, se ha propuesto que la ubiquitinizacidn de proteinas
puede ser un mecanismo clave para la carga de estas dentro del exosoma y
también para la formacion misma de las vesiculas intraluminares en los
cuerpos multivesiculares [92]. El mecanismo mejor descrito para la formacién
de exosomas y la carga de proteinas es a través de la via ESCRT, o también
llamado complejo de clasificacién endosdmica necesarios para el transporte,
este esta formado por 5 complejos, ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II, ESCRT-III
Y Vps4 [93].

La via ESCRT comienza con ESCRT-0, un complejo de dos subunidades,
donde ambas reconocen proteinas ubiquitinadas en la membrana de los
endosomas, ESCRT-0 se une a ESCRT-I y este a ESCRT-II, ambos reconocen
proteinas ubiquitinadas creando la invaginaciéon de la membrana del endosoma
donde las proteinas ubiquitinadas se agrupan y quedan rodeadas por los
miembros del complejo ESCRT, es entonces cuando ESCRT-II activa y recluta
a ESCRT-III. El complejo ESCRT-III no presenta afinidad a proteinas
ubiquitinadas por lo que sirve para disociar al resto de los complejos y al
mismo tiempo recluta enzimas desubiquitinadoras, AMSH (associeated
molecular with SH3 domain or STAM) y UBPY quienes recuperan la ubiquitina
de las proteinas de membrana cargadas, terminando la unién de estas
proteinas con el complejo ESCRT-0, ESCRT-I y ESCRT-II. Mientras tanto
ESCRT-III recluta a Vps4, el cual le ayudara a disociarse de la membrana,

formando asi a las vesiculas intraluminares [93] (Figura 11).
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Figura 12. Esquema ilustrativo de la biogénesis de las vesiculas intraluminares por la via ESCRT, se observa la via desde su
iniciacién con el reconocimiento de las proteinas ubiquitinadas hasta la escision de las vesiculas de la membrana plasmdtica de los
endosomas mostrando las diferentes fases desde el punto de vista del complejo ECRT y de las proteinas cargadas. Imagen tomada
y traducida de: The ESCRT pathway, Developmental Cell Review.

El material genético cargado en los exosomas es de suma importancia para
su accion sobre las células receptoras, se ha observado que los RNAmM cargados
en los exosomas estan enriquecidos en fragmentos 3’UTR y para los miRNA se
han encontrado EXOmotivos especificos ubicados en los fragmentos 3'UTR los
cuales se sabe que se unen a la ribonucleoproteina heterogénea A2B1 presente
de forma ubicua en los exosomas, se desconocen los detalles de estos
mecanismos y al momento esto se encuentra en investigacién [91]. Es de
suma importancia definir dichos mecanismos puesto que se cree que los
mMiRNA, los mRNA y otros tipos de RNA no codificantes son los principales

efectores de los exosomas.

En el presente trabajo se decidid centrar la atencidén en los exosomas de
células madre mesenquimales debido a que, como se mencion6 anteriormente,
las caracteristicas y propiedades potencialmente terapéuticas de estas células
se deben a la modulacidon paracrina. Se sabe que las células madre
mesenquimales son altamente eficientes para producir exosomas a
comparacion de diversos tipos celulares, siendo esto de gran provecho no solo

para la investigacién, también para su aplicacién clinica [94]. En un estudio
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estadistico publicado en abril del 2019 [94] se determind, mediante un meta-
analisis de concurrencia realizado en el sitio Web of Science, que entre las
areas populares para investigacién relacionadas con exosomas, de las mas
mencionadas fueron estudios in vivo con células madre mesenquimales

indicando que esta area de investigacién esta siendo de gran interés.

Los exosomas de células madre mesenquimales, al igual que los demas
exosomas, cuentan con una carga que incluyen proteinas, RNA y DNA, de entre
estos, como se menciond anteriormente, los diferentes tipos de RNA que
contienen los exosomas, especificamente los miRNA han sido el foco de
atencidn de los investigadores. Los miRNA son pequenas secuencias de ARN
monocatenario de aproximadamente 21 - 23 nucledtidos de longitud, estas
secuencias no son codificantes y tienen en su extremo 5’ una uridina. Los
mMiRNA son parcialmente complementarios a regiones 3’ no codificantes de
ciertos RNAm, al unirse con estos reprimen la traduccion modulando la
expresion genética al reducir la produccion de proteinas [95], ademas de los
miRNA también se describen los siRNA, estas estructuras son practicamente
iguales a los miRNA, tienen longitudes similares de entre 21 y 25 nucleétidos
de longitud, pero su complementacién con la region 3’ no codificante de los
RNAmM es perfecta, esto produce la degradacién del complejo RNAmM-siRNA a
través de una maquinaria nucleolitica, reduciendo la produccion de proteina
especifica [96]. Un estudio reciente compard los miRNA presentes en células
madre mesenquimales de dos diferentes fuentes, del tejido adiposo y de la
medula 6sea, concluyeron que la carga de miRNA entre los exosomas y sus
células de origen era similar en algunos miRNA mientras que otros se
encontraban presentes en mayor cantidad en los exosomas, demostrando asi
que la carga de los exosomas esta controlada bajo ciertos mecanismos,
ademas se dieron cuenta que la carga de miRNA presente en los exosomas de
ambos tipos celulares variaba, siendo esto prueba de que la carga en los

exosomas es diferente segln la célula de origen y el estrés al que esta esté
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sometida. En el siguiente cuadro se presentan los cinco miRNA que
representan la mayor cantidad (el 43% del total de las lecturas de miRNAS)
en los exosomas de cada una de las células madre mesenquimales estudiadas

y las propiedades que se les han atribuido [97].

Tabla 2. Se presentan los 5 microRNA principales de células madre mesenquimales del tejido adiposo y 5 de medula dsea,
también se presentan funciones bioldgicas de algunos de los miRNA en los que se han visto implicados. Informacién obtenida de:
Human bone marrow- and adipose-mesenchymal stem cells secrete exosomes enriched in distinctive miRNA and tRNA
species, Stem Cell Res Ther. 2015; 6(1): 127

MSC DE TEJIDO FUNCION MSC DE MEDULA FUNCION
ADIPOSO BIOLOGICA OSEA BIOLOGICA
IMPLICADA IMPLICADA
MIR-486-5P Senescencia miR-143-3p Funcién inmune
replicativa moduladora de las
MSC
MIR-10A-5P Regulador de la miR-10b-5p Promueve la
diferenciacion migracion de MSC
de MSC de médula 6sea de
ratén
MIR-10B-5P Promueve la miR-486-5p

migracion de
MSC de médula

Osea de raton

MIR-191-5P miR-22-3p Regulador de Ia
diferenciacién de
MSC
MIR-222-3P miR-21-5p

Se han encontrado otros miRNA en exosomas de MSC de diferente fuente,
con accidon terapéutica, como miR-125a y miR-30 de exosomas de MSC
umbilicales, quienes han demostrado promover la angiogénesis inhibiendo
DLL4, un inhibidor angiogénico en células endoteliales [98], aunque en un
ambiente tumorigénico se encontré que miR-16-5p y miR-100 tienen acciones
antiangiogénicas atacando al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
[99], también se ha demostrado que miR-181c de exosomas de MSC de cordon

49



umbilical disminuye la inflamacidn por quemaduras suprimiendo la via de
sefalizacidon 4 tipo toll [100] y que los miRNA de exosomas de MSC son
importantes para que los macréfagos cambien a un perfil inmunomodulador
M2 a través de miR-146a de exosomas provenientes de MSC pretratadas con
IL-1B. Asi, gracias a la inhibicion de sefializacidon de diferentes vias atacando
a proteinas especificas, se ha demostrado que los exosomas de MSC tienen un
gran poder para modular diferentes vias importantes para la regeneracién de

tejidos, angiogénesis, inmunomodulacién, antiapoptosis, antifibrosis.

Debido a la gran importancia de determinar qué proteinas y material
genético esta implicado en la accién de los exosomas, se han creado dos bases
de datos, el primero, “exocarta”, contiene al menos 938 entradas de proteinas
para células madre mesenquimales y en el segundo, “vesiclepedia”, se han
registrado entradas de 92 897 proteinas de exosomas provenientes de
diferentes células. El mapeo del proteoma de los exosomas de células madre
mesenquimales reveld que las proteinas comunes, enzimas y moléculas de
sefializacion presentes en estas vesiculas extracelulares estan involucradas en
procesos bioldgicos como la comunicacion celular, la estructura celular, la
inflamacién, la biogénesis de los exosomas, el desarrollo, reparacion y
regeneracion de tejidos, el metabolismo, e inmunomodulacién, de este ultimo
se pueden mencionar adenosina, arginina, acido aspartamico, colesterol, etc.,

los cuales han sido encontrados en exosomas de MSC cebadas [101].

Existen multiples ventajas de utilizar exosomas de células mesenquimales
en lugar de células vivas, por ejemplo, anteriormente se menciond que la
principal desventaja de utilizar MSC administradas por via intravenosa era el
paso por los pulmones, donde desafortunadamente la mayoria de estas
quedan atrapadas. Utilizando exosomas de células madre mesenquimales por
administracién intravenosa, gracias a su tamafno, pueden circular a través de
la sangre sin obstruir la microvasculatura [102], y llegando practicamente a

todo el cuerpo, de hecho se ha probado que la administraciéon de exosomas de
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MSC por via intravenosa atraviesa la barrera hematoencefalica proporcionando
una alternativa para el tratamiento de patologias donde el blanco terapéutico
requiera atravesar esta barrera [103], ademas los exosomas de MSC eliminan
la preocupacion en el tratamiento con células vivas de que estas muten a
células potencialmente cancerigenas, los riesgos por rechazo celular vy
toxicidad de las células madre mesenquimales al ser infundidas en la terapia
[104]. Gracias al tamafo de los exosomas, estos pueden circular a través de
todo el cuerpo sin ningun problema, prueba de esto es que se han encontrado
en todos los fluidos corporales. En ensayos de biodistribucidon recientes han
revelado que la distribucion de los exosomas dependera de la fuente celular
de obtencidén, asi como de la via de administracién. Se realizé un estudio con
exosomas de MSC de diferentes fuentes administradas por via intravenosa
observando que, los exosomas se acumulan principalmente en el bazo, el
higado, los pulmones y el tracto gastrointestinal. Respecto a la via de
administraciéon se observd que, tras la administracion intraperitoneal y
subcutanea, los exosomas se acumulaban preferentemente en el pancreas y
el tracto gastrointestinal [105]. Ademas, se sabe que los exosomas se pueden
acumular en los tejidos lesionados y en tumores inhibiendo modestamente la
proliferacion en estos [106]. Sumado a esto se sabe que la absorcidon de los
exosomas por las células depende de la acidez intracelular y microambiental,
y por fortuna, al ocurrir un dafio tisular, se presenta acidosis tisular en el sitio

lesionado lo cual facilita la absorcién de exosomas en sitios especificos.
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CAPITULO 4. OBTENCION DE EXOSOMAS

Para obtener exosomas de células madre mesenquimales es necesario
cultivar a las células madre para posteriormente extraer y purificar a los
exosomas del medio de cultivo. Para esto se requiere escoger la fuente de
obtencion de las células madre mesenquimales donde la fuente preferida para
los mas de 200 estudios in vivo reportados de exosomas derivados de MSC es
la médula dsea con un 51% de menciones, seguido por el cordén umbilical y
tejido placentario con un 23% vy finalmente el tejido adiposo con un 13%
(figura 13) [107], después se debe elegir el método de purificacién adecuado,
el cual debe de ser lo menos costoso, rapido y dar el producto mas puro
posible. De entre los mas elegidos se encuentra la ultracentrifugacidon con un

72% vy los métodos de precipitaciéon 23% (figura 14) [107].
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Figura 13. Grdfico que muestra la proporcidn de estudios in vivo con exosomas de MSC que utilizan médula ésea (BM), tejido
derivado de la placenta y cordon umbilical (UC/PL/WJ), tejido adiposo (Adipose), células madre embrionarias y células madre
pluripotentes inducidas (ESC/iPSC) y otras, como fuente de obtencién de exosomas. Imagen obtenida de Human Mesenchymal
Stromal Cells from Different Sources Diverge in Their Expression of Cell Surface Proteins and Display Distinct Differentiation Patterns.
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Figura 14. Grdfico que muestra la proporcidn de estudios in vivo con exosomas de MSC que utilizan ultracentrifugacién (UC)
precipitacion (Precip), Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC), Filtracidn de flujo tangencial (TFF) u otros, como método
de aislamiento de exosomas. Imagen obtenida de Human Mesenchymal Stromal Cells from Different Sources Diverge in Their
Expression of Cell Surface Proteins and Display Distinct Differentiation Patterns.

Para la obtencion de exosomas se han reportado cuatro meétodos

principalmente, los cuales se presentan a continuacion.
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4.1 ULTRACENTRIFUGACION
El método mas utilizado es el de ultracentrifugacion (figura 15) con un 72%

de uso dentro de los mas de 200 estudios preclinicos reportados. Este método
se basa en centrifugar el medio de cultivo o el fluido biolégico a diferentes
velocidades para separar diferentes partes de la muestra, realizando toda la
operacion a 4°C [108]. Normalmente se comienza con una fuerza centrifuga
relativamente baja de 300xg para eliminar las células, se toma el
sobrenadante y este se somete a una fuerza centrifuga mayor (de 10,000xg a
20,000xg) para eliminar restos celulares grandes y organulos rotos,
posteriormente el sobrenadante se somete de 100,000xg a 150,000xg para
recolectar los exosomas del pellet y ser resuspendido normalmente en PBS.
No se tiene un tiempo establecido para cada centrifugacion, pero oscila para
la primera (300xg) de entre 10 y 15 min, para la segunda (10,000xg a
20,000xg) 40 min, para la ultima (100,000xg a 150,000xg) de 70 a 75min.

Algunos estudios afiaden una centrifugacién de 2,000xg por 15 a 20 min
después de la primera centrifugacién [109].

300=g 2,000 = g 12200% g 100,000 x g

’ . 10 min . ' 20 min 40 min 70 min

& L N Y

Células s Cuerpos MVs » e
apoptoticos grandes

Figura 15. Ejemplo de protocolo de ultracentrifugacion mostrando en cada fase el contenido que se elimina. Imagen obtenida
y traducida de: Advances in technologies for purification and enrichment of extracelular vesicles. 2019.

Derivado del anterior, se utilizan gradientes de densidad para separar a los

exosomas de proteinas contaminantes, aumentando la pureza de los
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exosomas obtenidos (figura 16) aunque la desventaja de este método es que
se utilizan fuerzas centrifugas de hasta 100,000xg por mas de 16 horas en un
gradiente discontinuo de iodixanol, para que la muestra logre fraccionarse
[110]. Entre los beneficios de este método incluyen la rentabilidad, la pureza
y mayor rendimiento comparandolo con otros métodos, pero es necesario
tener muestras grandes, es un método muy tardado y por la fuerza de
centrifugacién puede causar dafio exosdmico [111]. Aun asi, el método de

ultracentrifugacién es considerado como el estdandar de oro para obtener

exosomas.

300 =g 2,000 «g 100,000 x g

. . 10 min ~ ’ 20 min >16h

X Gradientes
Soo? discontunuos
o Cuerpos deiodixanol
apoptoticos

Células

Figura 16. Ejemplo de centrifugacion por gradiente de densidad utilizando un gradiente discontinuo de iodixanol. Imagen
tomada y traducida de: Advances in technologies for purification and enrichment of extracelular vesicles. 2019.

4.2 EXCLUSION POR TAMANO
Los métodos de separacion por tamafio incluyen la ultrafiltracion y la

cromatografia por exclusién de tamafo. En la ultrafiltracién se utilizan filtros,
como en la filtracion convencional, y se utiliza un método de caracterizaciéon
de filtros llamado corte de peso molecular (MWCQO), el cual ayuda a describir
la distribucion del tamafo de poro y la capacidad de retencion de las
membranas [112], asi se logran separar los diversos componentes de una

muestra aprovechando el tamafo de las particulas y el MWCO de la membrana
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(tamafo de poro de 30-200 nm, donde aquellas particulas que sean mas
pequenas que MWCO pasaran a través de la membrana, quedado en el filtrado.
El principal problema es la obstruccién del filtro y, por lo tanto, la perdida de
exosomas que quedan atrapados. Aunque esto se puede solucionar utilizando
filtros con MWCO mayores e ir cambiando de filtro con menor MWCO, se
seguirian perdiendo exosomas y el método resultaria poco eficiente y con bajo
rendimiento, ademas, aunque este método se considera mas rapido que la
ultracentrifugacién, y no requiere el uso de equipo especial, sigue sin cumplir
con las expectativas de pureza puesto que a través de la membrana pueden

atravesar diferentes proteinas y vesiculas que no sean exosomas [109].

Por otro lado, en la cromatografia por exclusion de tamafio se separan
particulas y macromoléculas utilizando una fase estacionaria porosa, donde las
particulas pequefias quedan atrapadas provocando una elucion tardia y
aquellas de mayor tamafo eluyen facilmente. Este método se utiliza
comunmente en conjunto con la ultracentrifugacion después de la ultima
centrifugacién donde el sedimento se resuspende y se purifica aun mas por
este método [109]. Si bien este método no provoca dafio a los exosomas como

la ultracentrifugacion, es un método tardado y poco eficiente [111].

4.3 PRECIPITACION
Otro tipo de método es el de precipitacion por polietilenglicol, el cual es un

polimero hidrofilico que se une a las moléculas de agua provocando la
precipitacion de exosomas, posteriormente se centrifuga a una velocidad baja
[113]. Aunque este método sea rapido y sencillo de realizar, resulta en un bajo
rendimiento y una baja pureza puesto que no solo se precipitaran exosomas,
también otras vesiculas extracelulares y proteinas [111]. Algunas empresas

venden kit "s basados en este método, pero resultan costosos.

55



4.4 POR AFINIDAD INMUNOLOGICA

El Ultimo método, el de afinidad, es aquel que utiliza anticuerpos contra
CD81, CD63, CD9, presentes en la membrana plasmatica de los exosomas
[114]. Este cuenta con la gran ventaja de ser un método que ofrece una gran
pureza y aislamiento especifico de exosomas, ya que incluso se pueden
separar a los exosomas de otras vesiculas celulares, pero esto resulta en altos
costos y bajo rendimiento porque es necesario que los exosomas presenten
los marcadores a los cuales es afin el anticuerpo utilizado y la captura de
exosomas se limitara al anticuerpo utilizado, ademdas es necesario un

pretratamiento para que la muestra no tenga células que se puedan unir a la

placa [113].

Tabla 3. Resumen de las técnicas de obtencion de exosomas sefialas anteriormente, mostrando los principios del aislamiento, las

ventajas y desventajas de cada técnica.

TECNICAS DE

PRINCIPIO DE
AISLAMIENTO

VENTAJAS

DESVENTAJAS

AISLAMIENTO
TECNICA DE
CENTRIFUGACION DE
ULTRA ALTA
VELOCIDAD
TECNICAS DE
AISLAMIENTO

BASADAS EN EL
TAMANO

TECNICAS DE
CAPTURA DE
INMUNOAFINIDAD

El método consiste en
varios pasos de
centrifugos disenados

para eliminar células,

vesiculas grandes,
escombros, precipitar y
aislar exosomas en
funcion de la densidad y
el tamafio.

Contiene principalmente
dos: ultrafiltracion vy
cromatografia de
exclusion por tamafio.
Ambos se basan
exclusivamente en las
diferencias de didmetro
entre exosomas y otras
vesiculas extracelulares
Las

placas con

anticuerpos especificos
se pueden combinar con
proteinas de membrana

especificas de exosomas

Estandar de oro para
separar exosomas y ser
mas ampliamente

utilizado.

La estructura vy la
integridad de los
exosomas separados por
estos métodos
generalmente no se ven

afectados por la fuerza

de corte
Este método es
adecuado para la

separacién de exosomas
con la misma expresion

de proteinas de
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Caro y engorroso, que
requiere mucho tiempo,
alto costo del equipo.
Los exosomas pueden
dafarse por la
centrifugacion a alta

velocidad

Se requiere un tiempo
de funcionamiento
relativamente largo, lo
que lo que limita la
aplicacion en el
tratamiento de multiples

muestras bioldgicas

Alto coste del reactivo.

Este método no es

adecuado para la
separacion masiva de
exosomas, y los



PRECIPITACION
POLIMEROS

DE

mediante el empleo de
diversos métodos

inmunoldgicos

La solubilidad de los
exosomas se reduce en
gran medida el utilizar
polimeros que excluyen

el agua, como el PEG.

membrana, y también

para la determinacién
cualitativa y cuantitativa
de exosomas.

El proceso es
relativamente facil de
operar sin requerir
equipo especializado o
un tiempo de ejecucidn
prolongado. Se han
desarrollado una serie
de kits de extraccion de

exosomas basados en

PEG para un rapido
aislamiento y
purificacidon de
exosomas, como
ExoQuik.
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exosomas separados
pueden perder su
actividad.

Las proteinas y
materiales  poliméricos
costosos Yy otros
materiales no

exosémicos pueden co-
precipitar, lo que resulta
en exosomas de baja

pureza.



CAPITULO 5. CALIDAD Y CONTROL

Para asegurarse que al finalizar la extraccién y purificacion de exosomas,
estos se encuentran en la fraccion seleccionada, se utilizan diversos métodos
de rastreo y analisis para reconocer proteinas especificas de exosomas (como
CD9, CD63, TSG101, Alix), el tamafo de las vesiculas obtenidas, las cuales
deben oscilar entre los 30nm y los 120nm, ademas de la concentracién de

estas.

5.1 WESTERN BLOTTING

La técnica mas utilizada para el rastreo de proteinas es la de Western
Blotting, la cual se basa en transferir proteinas a membranas microporosas
para posteriormente ser observadas (figura 17). Este sirve como un analisis
de proteinas para reportar la presencia o ausencia de algunas proteinas
especificas. Para este método es necesario lisar a los exosomas, seguido por
la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE) para separar a las proteinas por peso molecular, después las
proteinas se transfieren a membranas microporosas comunmente de
nitrocelulosa o fluoruro de polivinilideno (PVDF) por medio de una corriente
eléctrica, donde se obtendra una copia exacta del gel de SDS-PAGE,
posteriormente se afiade un anticuerpo primario cuyo antigeno sera la proteina
seleccionada presente en una banda especifica de la membrana, en el caso de
los exosomas, se buscan comiUnmente a las tetraspaninas CD9, CD63, al gen
de susceptibilidad tumoral 101 (TSG101) y/o a la proteina Alix. Posteriormente
se afiade un anticuerpo secundario el cual estara conjugado con una enzima
como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante, esta ayudara a
visualizar si se encuentra la proteina que se esta buscando o no, y la cantidad
de dicha proteina [115].
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Figura 17. Técnica de Western Blotting, se observan los pasos a seguir para la transferencia de proteinas desde el gel de SDS-
PAGE hasta la membrana porosa para posteriormente afiadir los anticuerpos primarios y secundarios para detectar a las proteinas.
Imagen obtenida de: CUSABIO Your Good partner in biology research, wester Blotting (WB) Protocol. https://www.cusabio.com/m-
244.html

5.2 CITOMETRIA DE FLUJO

Otra manera de detectar marcadores especificos de exosomas en vesiculas
extracelulares es a través de la citometria de flujo. La técnica de citometria de
flujo va avanzando constantemente, ya que algunos aparatos llegan a medir
particulas de entre 100 y 200nm a comparacion con la mayoria que tienen
limites de detecciéon de entre 300 y 500nm, aun con esto, los limites de
deteccion no son suficientes para poder observar exosomas [109], por lo que
es recomendado inmovilizar a los exosomas en perlas Ilamadas
“immunobeads” las cuales son esferas de latex con anticuerpo especificos para
los antigenos presentes en la superficie de los exosomas [116], al inmovilizar
a los exosomas en la superficie de las perlas se puede proceder a exponer a
estas vesiculas a un anticuerpo conjugado con fluorescencia, cuyo antigeno se

encuentra presente en la superficie de los exosomas y es especifico para estos,
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como los mencionados anteriormente (CD9, CD63, TGS101, Alix) para
posteriormente ser observado por medio de un microscopio epifluorescente
antes de la citometria de flujo, asi, cuando la muestra pasa a través del laser
del citdmetro de flujo, se emitira una sefal fluorescente que se detectara. Esta
técnica permite no solo detectar exosomas a través de marcadores de
membrana, también es una herramienta que permite cuantificar o clasificar a

los exosomas en funcidén de los marcadores en su superficie [109].

Las dos técnicas mencionadas anteriormente son las mas utilizadas para
detectar la presencia de exosomas, pero no son las Unicas, también se puede
utilizar inmunoaislamiento integrado, perfil termoforético o analisis proteémico
basado en espectrometria de masas, pero en el presente trabajo no

ahondaremos en estas.

También se realizan analisis fisicos de exosomas basados en su tamafo,
las dos técnicas mas utilizadas para esto es el analisis de seguimiento de

nanoparticulas (NTA) y microscopia electrénica de transmision.

5.3 ANALISIS DE SEGUIMIENTO DE NANOPARTICULAS

La primera técnica, el NTA, nos permite conocer el tamafio de las particulas
aisladas y su concentracion, para esto, utiliza dispersién de luz y el movimiento
Browniano de las particulas dentro de la camara. Se hace incidir un rayo laser
a través de la muestra, la luz del rayo laser se dispersa a medida que
interactla con las particulas y esa luz dispersada se recoge con un microscopio
que tiene una camara, esta camara captura el movimiento de las particulas en
un video para que un software NTA analice el movimiento browniano captado
de las particulas para estimar su tamafio y concentracion (figura 18). A
diferencia del citdmetro de flujo, el NTA permite determinar tamafos de
particula desde 10nm hasta 1000nm de diametro. Este método se puede
utilizar con marcadores fluorescentes o sin ellos, la diferencia es que al

utilizarlos solo censara a aquellas particulas marcadas [117].
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Figura 18. Andlisis de seguimiento de nanoparticulas NTA. Imagen ilustrativa del mecanismo del funcionamiento de la técnica.
Imagen tomada de AZONANO Nanoparticle tracking andlisis NTA measurements.
https.//www.azonano.com/article.aspx?ArticlelD=4062

5.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION
Por otro lado, la microscopia electrénica de transmision nos permite

evaluar la morfologia de los exosomas a través de imagenes de alta resolucion
de las particulas, producidas por un haz de electrones que pasa a través de la
muestra sin interactuar con las particulas presentes en ella, estos electrones
son detectados por una pantalla fluorescente creando areas oscuras o sombras
produciendo la imagen [109]. Para esto la muestra debe estar en una capa
delgada para que los exosomas no estén encimados y tener una lectura clara.
Esta técnica nos permite valorar la morfologia de los exosomas lo cual resulta
util para saber si en la extraccidn se dafiaron las vesiculas extracelulares o no,
para estar seguros de que los exosomas son viables, también nos permiten
conocer el tamafo de las vesiculas [118]la cual debe oscilar entre 30nm y 120

nm de didmetro (figura 19)
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Figura 19. Imagen de exosomas obtenido por la técnica de microscopia electrdnica de transmision, en la imagen se describe
la técnica de aislamiento de exosomas (centrifugacion diferencial sequido por ultrafiltracion y cromatografia de exclusion por
tamafio). Imagen tomada de Tumor-derived exosomes regulate expressionn of immune function-related genes in human T cell
Subsets, 2015.

Ademas de las antes mencionadas, también se puede utilizar técnicas como
la microscopia de electrones de barrido (técnica muy similar a la TEM) y
deteccidn de pulso resistivo sintonizable (tRPS) para obtener el tamafo de las
vesiculas extracelulares después de las técnicas de aislamiento y purificacion.
Es importante realizar estos controles antes de continuar con los protocolos
experimentales, asi sean preclinicos o clinicos para tener la certeza de estar
trabajando con el componente bioldgico adecuado y poder otorgarle a este las

propiedades clinicas encontradas.

5.5 SALAS GMP

La fabricacion de medicamentos de terapias celulares avanzadas se debe
realizar en un lugar que garantice la inocuidad de estos, puesto que la principal
via de administracidén sigue siendo la via intravascular. Desde el cultivo vy
expansion de las células madre mesenquimales, hasta la recoleccion y

purificacidon de los exosomas deberan realizarse en un area con la menor
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cantidad de particulas en el aire y libre de microbios y pirdgenos, a este lugar

se le conoce como sala blanca [119].

Las normas GMP de “Good manufacturing Practices” o buenas practicas de
manufactura, hablan sobre las salas blancas, y estas estan atadas a la ISO
14644: 2015 la cual tiene su similar en Estados Unidos por la “Food and Drug
Administration” de titulo “Guidance for Industry Sterile Drug Products
Produced by Aseptic Processing — Current Good Manufacturing Practice”
[119], en la Unidn Europea por el Consejo (a la fecha) sobre Garantias y Uso
Racional de Medicamentos y Productos Sanitarios en el documento titulado
“Guidelines on Good Manufacturing Practice specific to Advanced Therapy
Medicinal Products” [120] y en México por la NOM-059-SSA1-2015 Buenas
Practicas de Fabricacion de Medicamentos [121]. En ellas se explica
detalladamente los criterios y cuidados que debe tener una sala blanca para
evitar la contaminacién por microbios, particulas y pirégenos de los productos
que ahi se trabajen. Entre los puntos que se manejan incluyen gestion de
registros, calificacion del personal, saneamiento, limpieza, equipos de

verificacidn, validacién de procesos y tramitacion de reclamaciones.

Las salas blancas se utilizan para la produccion de medicamentos celulares
personalizados, expansidon celular, protocolos de investigacion con células
madre y terapia celular avanzada, por lo que toda investigacion que incluya
alguno de estos debe de realizarse forzosamente en una sala blanca para que
dicha investigacion pueda ser aplicada en la clinica. Los medicamentos de
terapia avanzada son medicamentos de uso humano basado en genes (terapia
génica), células (terapia celular) o tejidos (ingenieria tisular) e incluyen
productos de origen autdlogo, alogénico o xenogénico. Estos constituyen
nuevas estrategias terapéuticas y su desarrollo contribuye a ofrecer
oportunidades para algunas enfermedades que hasta el momento carecen de

tratamientos eficaces [119].
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Con respecto a las salas blancas, estas se clasifican por su grado de
limpieza de aire en A, B, C y D, cada una de estas contiene limites maximos
de particulas por m3 en operacion y en reposo (tabla 4) de tal modo que de
un cuarto D, se pase a uno C, deun Caun By de un B a un A, conforme se
vaya acercando al A, el tamafo de particulas en el aire por cada m3 y las UFC/
m3 debera disminuir gracias a un sistema de filtros, a la descontaminacién
microbioldgica (tabla 5) y a la presién positiva del cuarto de mayor limpieza
(de 10 a 15 Pa), la cual no permitird que entre aire contaminado de una sala

adyacente menos limpia a la sala de mayor limpieza [120].

Tabla 4 Grados de limpieza del aire de las salas blancas y nimero mdximo de particulas permitidas por grados. Cuadro traducido
de “Guidelines on Good Manufacturing Practice specific to Advanced Therapy Medicinal Products”

NUMERO MAXIMO DE PARTICULAS DE TAMANO IGUAL O SUPERIOR AL
INDICADO EN LA TABLA PERMITIDO/M?

En reposo En funcionamiento
GRADO 0,5 um 5um 0,5 um 5pum
A 3520 20 3520 20
B 3520 29 352 000 2900
C 352 000 2900 3520000 29 000
D 3520000 29 000 Sin definir Sin definir

Tabla 5 Limites de contaminacion microbiana en operacion por cada grado. Traducido de “Guidelines on Good Manufacturing
Practice specific to Advanced Therapy Medicinal Products”

GRADO MUESTRA DE AIRE PLACAS DE PLACAS DE
UFC/Mm® SEDIMENTACION (90  CONTACTO (55 MM

MM DE DIAMETRO)  DE DIAMETRO)
UFC/4H UFC/PLACA

A \ <1 <1 <1

B 10 5 5

C ' 100 50 25

D | 200 100 50

Anexado a esto, en la ISO 14644 se encuentra no solo la limpieza del aire,
también las especificaciones para los ensayos, los métodos de ensayo, el

disefio, construccidn y puesta en marcha, el funcionamiento, terminologia
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dispositivos de separacion, contaminacion molecular de aire, clasificacion de
limpieza de superficies, contaminacidn quimica y la clasificaciéon por
concentracion de nanoparticulas la estructura de produccion en la cual se
incluye el disefio de instalaciones con estandares homogéneos, elaboracién de
fichas técnicas, supervision del desarrollo de las instalaciones entre otras, las

cuales no veremos a profundidad en el presente trabajo [120].
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CAPITULO 6. APLICACIONES CLINICAS

Como se ha mencionado anteriormente, los exosomas y factores
secretados resultan ser los efectores bioldgicos detrds de las propiedades
inmunomoduladoras, proangiogénicas, antiangiogénicas, antiapoptoticas,
antiinflamatorias y antifibrosis que se adjudicaban a las células madre
mesenquimales, proporcionando la opcion de realizar una terapia celular libre
de células [122]. Por esta razon, se piensa que en aquellas patologias en las
cuales las células madre mesenquimales han demostrado una accion
terapéutica, se pueden utilizar exosomas extraidos de cultivos de MSC, donde
estas células se han sometido a una serie de factores y condiciones propicias
para que los exosomas que secreten, cuenten con el arsenal necesario para

combatir la situacion y estabilizar la homeostasis del tejido en cuestiéon [123].

Hasta el mes de septiembre del 2019 se han registrado en el sitio
clinicaltrial.gov, 4 estudios clinicos relacionados con exosomas de células
madre mesenquimales (tabla 6) de los cuales tres se iniciaron ese afo,
demostrando que la busqueda por una posible aplicacion clinica de los

exosomas de células madre mesenquimales estd comenzando [101].

Tabla 6. Se presentan los cuatro estudios clinicos que involucran exosomas de células madre mesenquimales, sus nimeros de
registro y caracteristicas principales de cada estudio.

NOMBRE DEL NUMERO DE ENFERMEDAD TIPO DE MSC FECHA DE NUMERO LUGAR
ESTUDIO REGISTRO DE DONDE INICIO Y DE

SE EXTRAEN FECHA PACIENTES

LOS ESTIMADA DE

EXOSOMAS CONCLUSION

PHASE 1 STUDY OF NCT02138331 Diabetes mellitus Derivadas de Abril 2014 - 20 pacientes  El Cairo,
THE EFFECT OF CELL- tipo 1 sangre de septiembre 2014  con DMT1 + Egipto.
FREE CORD BLOOD cordoén 20 pacientes
DERIVED umbilical para el
MICROVESICLES ON grupo

B-CELL MASS IN TYPE control

1 DIABETES

MELLITUS (T1DM)

PATIENTS.

MESENCHYMAL STEM NCT03437759 Agujeros Derivadas de Marzo 2017 - 44 Tianjin,
CELLS DERIVES maculares cordén diciembre 2019 participante China.
EXOSOMES PROMOTE umbilical s (acepta

HEALING OF LARGE humano voluntarios

AND REFRACTORY sanos)

MACULAR HOLES.
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SAFETY AND NCT03384433 Trastornos No se Abril 2019 - 5 pacientes Isfahan,
EFFICACY OF cerebrovasculares especifica diciembre 2021 Iran.
ALLOGENIC
MESENCHYMAL STEM
CELLS DERIVED
EXOSOME ENRICHED
BY MIR-124 ON
DISABILITY OF
PATIENTS WITH
ACUTE ISCHEMIC
STROKE: A
RANDOMIZED,
SINGLE-BLIND,
PLACEBO-
CONTROLLED, PHASE
1, 2 TRIAL.

PHASE I STUDY OF Adenocarcinoma No se Marzo 2020 - 28 pacientes  Texas,
MESENCHYMAL NCT03608631 pancreatico especifica marzo 2022 Estados
STROMAL CELLS- metastasico Unidos.
DERIVED EXOSOMES
WITH KRASG12D
SIRNA FOR
METASTATIC
PANCREAS CANCER
PATIENTS
HARBORING
KRASG12D
MUTATION.

Las evidencias preclinicas presentadas se resumiran en una tabla (tabla 7)

presentada al finalizar este capitulo.

6.1 PATOLOGIAS RENALES.
Patologias renales como la lesidén renal aguda, la lesion renal crénica y la

lesidn por isquemia-reperfusion renal, son lesiones en los rifones provocados
principalmente por necrosis de los tubulos renales, apoptosis de las células,

inflamacidn y fibrosis [124].

La lesion renal aguda, que ocurre por un deterioro rapido de los rifiones
provocando la necrosis y el desprendimiento de las células epiteliales
tubulares, puede ser reversible o irreversible segln se trate en la etapa inicial
o cuando se presente necrosis tubular aguda final respectivamente [125]. En
el caso de la enfermedad renal croénica, se caracteriza por ser una enfermedad
de evolucién larga y progresiva provocando la lesion y perdida de las nefronas
[126]. Ambas enfermedades aumentan el nivel de creatinina sérica y de
nitrogeno ureico en sangre (BUN) [126] [125]. Se ha demostrado que la
administracion de exosomas de MSC de cordén umbilical humano en modelos

de ratones, 24h después de la nefrotoxicidad inducida por cisplatino, gracias
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a sus propiedades proangiogénicas, antiinflamatorias, antiapoptoéticas e
inmunomoduladoras, mejora la lesion renal y protege contra la lesidén tubular
disminuyendo la apoptosis, esto debido a la activacion de genes
antiapoptéticos como BCL-XL, BCL-2 y LTA y disminuyendo proteinas
proapoptdéticas como Bax. También aumenta la proliferacion celular de las
células tubulares epiteliales activando vias de senalizacién extracelular, esto
se observa por un aumento de las células que presentan el antigeno nuclear
de células en proliferacion (PCNA), incrementa la fagocitosis aumentando
genes relacionados con la fagocitosis como ATG5 y ATG7. También se sabe
que una de las causas de necrosis es la estenosis de la arteria renal, el cual es
un estrechamiento o bloqueo de la arteria renal que suministra sangre a los
rinones, provocado principalmente por colesterol alto. Al administrar
exosomas de MSC se disminuye la inflamacién renal por la disminucion de
TNF-a, IL-6 e IL-1B secretados por las venas renales y aumenta la secrecion
de IL-10 [123], de igual manera se ha demostrado que estos efectos se

mejoran pretratando a las MSC con melatonina [127].

6.2 PATOLOGIAS HEPATICAS
La aplicacion de exosomas de MSC en fibrosis hepatica por hepatitis viral,

abuso de alcohol o uso de drogas es, junto con la lesion hepatica por isquemia-
reperfusion, de los padecimientos mas estudiados en cuanto a enfermedades
hepaticas [104]. En modelos de dafo hepatico agudo y crénico inducido por
tetracloruro de carbono en ratas, tras la administracién de exosomas de MSC,
se observa un efecto hepatoprotector gracias a estas vesiculas bioactivas,
mejorando la fibrosis por la inhibicibn de la transicidn epitelial-
mesenquimatosa la cual ocurre cuando los hepatocitos regresan a un estado
mesenquimatoso para producir fibroblastos y aumentar la produccién de
colageno, la produccién de coldgeno también queda inhibida por la inactivaciéon
de la via de sefalizacién TGF-B1/SMAD2 disminuyendo el colageno I/III, TGF-

Bl y la fosforilacion de SMAD2, disminuye la apoptosis al aumentar la
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expresion del gen antiapoptético BCL-XL y STAT3 y aumenta la proliferacion
de hepatocitos observado por el aumento del antigeno nuclear de proliferacion
celular [104] [128].Esto se observa por medio de la disminucidon en la
liberacion de aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa, enzimas
las cuales, en caso de dafio hepatico se liberan para metabolizar aminoacidos.
También se observa la disminucion de las puntuaciones de necrosis y el alivio
del estrés oxidativo en la lesién hepatica por isquemia reperfusion, la cual
inicia con isquemia en el tejido, seqguida de la activacién de las células de
Kupffer, las cuales liberan IL-6 y TNF-a, moléculas que provocan el aumento
de la infiltracion excesiva de neutroéfilos activos, causando un aumento en el
estrés oxidativo, aumentando también la inflamacién y por lo tanto la perdida
de hepatocitos por necrosis y apoptosis [129]. Se sabe que tras la
administracion de exosomas de MSC se disminuye el estrés oxidativo y la
inflamacion [130] al disminuir el numero de neutrdéfilos infiltrados,
disminuyendo los niveles de TNF-a, INF-y, IL-6, IL-18 e IL-1B8 [123].

6.3 PATOLOGIAS PULMONARES
Las pruebas de los exosomas de MSC en modelos experimentales de

enfermedades pulmonares como la fibrosis pulmonar idiopatica, el asma e
incluso la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) en modelos
animales han dado resultados prometedores. Las propiedades anti-fibréticas e
inmunomoduladoras de los exosomas mediados a través de miRNA como
miR199a, miR196a-5p, pero sobre todo miR630 quien suprime genes pro-
fibroticos en los fibroblastos de pulmodn, ayudando a evitar la formacién de
colageno. Ademas, la aplicacibn de exosomas de células madre
mesenquimales atenua la fibrosis pulmonar idiopatica suprimiendo la
diferenciacion miofibroblastica inducida por TGF-B de fibroblastos de pulmén a
través del factor basico de crecimiento de fibroblastos (FGF-2) [131]. El uso
de exosomas de MSC también inhibe la apoptosis de las células epiteliales

alveolares y promueve la reparacidon de estas células lesionadas por medio del
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FGF-2 [131]. Son pocos los estudios que centran su atencion a padecimientos
pulmonares, por ejemplo, solo uno trata el asma donde prueban vesiculas
extracelulares de células madre mesenquimales en un modelo de raton de
asma clinica refractaria severa, en el cual se observé una mejoria por la
inhibicién de las células CD4+ Th2 y Th17 infiltradas en los pulmones
asmaticos y la disminucién de las interleucinas IL-4, IL-5 e IL-7 si como un
aumento de las células CD4+ productoras de IL-10. Se ve disminuida la
afluencia de eosindfilos, neutréfilos inflamatorios, macréfagos y linfocitos,
ademas se atenua la presentacién de las células dendriticas disminuyendo la
activacion de los TCD4 virgenes y se aumenta la proliferacién y las propiedades
inmunosupresoras de las Treg, y asi atenuar la hiperreactividad mediada por
Th2/Th17 [132].

6.4 HERIDAS CUTANEAS
La regeneracion de heridas cutdneas también estd abierta a investigacién

con exosomas de MSC, principalmente para quemaduras que segun la OMS
representa un problema de salud publica a nivel mundial presentando un
promedio de 180 000 muertes al afio y en 2014 se reportaron casi 11 millones
de personas en todo el mundo con alguna quemadura que requirié atencion
médica y lamentablemente son los nifios los mas vulnerables a quemaduras
[133]. Para la curacion de heridas son necesarias las propiedades
proangiogénicas, proliferativas, de migracién celular y remodelacion de tejidos
con las que cuentan los exosomas de MSC [134], su mecanismo de accién esta
basado en la activacién de vias de sefializacion (STAT3, por ejemplo) a través
de diferentes moléculas (IL-6, HGF, IGF1, SDF-1, VEGF) que permitiran la
proliferacion de las células cutaneas y la reepitelizacion gracias a la migracion
de fibroblastos y queratinocitos [135]. Se sabe que una de las moléculas que
los exosomas introducen a las células epiteliales es Wnt4, el cual activa la via
de sefalizacion Wbt/B-catenina, la activacién de esta via por un lado activa la

via AKT inhibiendo la apoptosis de las células de la piel y por otro lado estimula
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los efectos pro-angiogénicos en las células endoteliales al reducir el nivel de
Bax (proteina proapoptética) mejorando la cicatrizacion, también por su poder
inmunoregulador, ayudan a modular la proliferacion y diferenciacién de
linfocitos Treg, mejoran la conversiéon de los macréfagos al fenotipo M2
antiinflamatorio [136]. También resulta de gran importancia la formacién de
nuevos vasos sanguineos, y se ha demostrado que los exosomas de MSC
CD34+ estan enriquecidos con miRNA pro-angiogénicos como miR-126 y miR-
130a. El uso de exosomas de MSC también ha demostrado ayudar en la
cicatrizacidon de heridas en ratones diabéticos, aumentando la migracién de

fibroblastos al ser tratados con estas vesiculas extracelulares [136].

6.5 PATOLOGIAS CARDIOVASCULARES
Todas las vias antes mencionadas y los factores que contribuyen a los

efectos antiapoptéticos, proangiogénicos y antiinflamatorios ayudan también
al tratamiento de enfermedades cardiovasculares que, segun la OMS son la
principal causa de muerte en todo el mundo [137], como el infarto al miocardio
y el dafio por isquemia-reperfusidon (I/R) miocardica. Se ha demostrado que la
administracion de exosomas de células madre mesenquimales de tejido
adiposo protege al miocardio isquémico del dafio I/R miocardica a través de la
activaciéon de la via de sefializacion Wnt/B-catenina. De igual manera se ha
demostrado que gracias a microRNAs como miR-21, se aumenta la
supervivencia celular y la angiogénesis en un modelo de infarto al miocardio
de rata; por medio de miR-22 los exosomas de MSC de medula osea
pretratados en condiciones isquémicas disminuyeron el tamafio del infarto y la
fibrosis miocardica al atacar a Mecp2, la proteina de unién a CpG2; y miR-122
inhibe al modulador de apoptosis regulado por p53 (PUMA). El micro RNA miR-
122 interacciona también con BCL-xL y p53 para activar proteinas
antiapoptéticas, lo que resulta principalmente importante para tratar el infarto
al miocardio ya que esta enfermedad se caracteriza por una pérdida progresiva

de las células cardiacas, provocando insuficiencia cardiaca. Al tratar modelos
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de isquemia miocardica, los exosomas de MSC mejoran la viabilidad del
miocardio y promueven la remodelacion, ademas a través de la secrecion de
VEGF promueve la angiogénesis al internalizarse a las células endoteliales
microvasculares. Aunque aun falta mucha investigacion al respecto, los
resultados hasta ahora publicados son muy prometedores para tratar

enfermedades cardiovasculares.

6.6 ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS.
6.6.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Una aplicacidn interesante que se ha estado investigando es la aplicacién
de los exosomas para tratar la enfermedad de Alzheimer. Esta enfermedad
neurodegenerativa se ha considerado intratable, presentandose como el tipo
de demencia mas comun. Se caracteriza por la sobreproduccién o la incorrecta
eliminacion del péptido beta-amiloide (AB) en el cerebro, este péptido forma
placas extracelulares produciendo un proceso neuroinflamatorio del SNC, las
deposiciones del péptido beta-amiloide inducen una hiperfosforilacion de las
proteinas tau, las cuales son proteinas que estabilizan a los microtubulos
axonales a través de su interaccion con la tubulina. Cuando la tau se
hiperfosforila, se inhabilita, evitando su interaccidon con la tubulina y por ende
impide que se estabilicen los microtlubulos, ademas, se observan agregados
de la proteina tau llamados ovillos neurofibrilares [138]. La consecuencia de
esto es la perdida de la memoria, principalmente la memoria de corto plazo,
ademas de la comprensidn, el lenguaje, la atencién, el razonamiento y el juicio
[139]. En esta enfermedad la microglia resulta muy importante ya que tiene
doble funcion, puede encontrarse en un estado proinflamatorio al aumentar
citocinas como TNF-a e IL-1B provocando la acumulacién de AB y causando
neurodegeneracién, por otro lado, la microglia en un estado antiinflamatorio
aumenta la produccion de citocinas TGF-B e IL-10 disminuyendo la inflamacion
y favoreciendo la eliminacién de AB [140]. Al administrar exosomas de MSC

de médula dsea estos actian como lo haria la microglia en su estado
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antiinflamatorio, asimismo, aumentan los niveles de neprilisina, una enzima
gue se encarga de degradar al péptido AB, y de la enzima que degrada la
insulina (IDE) gracias a las cuales se eliminan las deposiciones de AB, se sabe
que los exosomas secretados de MSC de tejido adiposo humano contienen
grandes cantidades de neprisilina [141], lo cual nos recuerda que las MSC
provenientes de diferentes fuentes de obtencién varian en su funcién y

propiedades por cargar diferentes miRNA y proteinas.
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Tabla 7. Resumen de los articulos preclinicos citados para la terapia de diversos padecimientos con exosomas de células madre mesenquimales

ORGANO PATOLOGIA MSC DOSIS DE ViA DE ; RESULT’ADO RESULTADOS CONTROL REFERENCIAS
UTILIZADAS EXOSOMAS ADMINISTRACION FISIOLOGICO A NIVEL
DE MSC MOLECULAR
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humano 24h despueés lestrés oxidativo  |8-OH-dG de pulmoén cord mesenchymal stem cells
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1GSH (Glutatién) 0iza@s
1 BCL-2
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nuclear de células
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HIGADO Fibrosis MSC de cordon 250 pg en 330 Inyeccion | niveles séricos Inyeccion de
hepatica umbilical uL de PBS directamente en los | fibrosis de acido PBS Tingfen Ui Yonamin Yon, Binaying
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L h | st I
coldgeno 1/111 e o
(después de 3 and development vol. 22,6 (2013): 845-
semanas)
|ARNm de TGF-
B1
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Dafo hepatico MSC derivadas 0.4 ug de Inyeccién | células | AST y ALT Inyeccién de
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CCLs, 1 proliferacién lcaspasa 3/7 Lim, and Han Kiat Ho"Mesenchymal
Paracetamol celular 1Bcl-xL e e e on
(APAP) y H202 | fosforilacién de in drug-induced liver injury
models.” Stem cell research &
Smad2 therapy vol. 5,3 76. 2014,
Lesion MSC de médula 50 ug de No se especifica 1 recuperacion | actividad de PBS
hepatica Osea de ratas fraccion rica celular ROS Apeksha Damaria, Despika Jaman, Arun
inducido por Wistar macho en exosomas | citotoxicidad | AST / ALT “:/ru"e_a;effcﬁ&nsuaon st"::_a.;an cell-
CCLs | estrés células PCNA* e o e o conters
paracetamol oxidativo 18-0OH-dG a hepatoprotective effect in
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VISION A FUTURO

Se espera que el tratamiento con exosomas de células madre
mesenquimales pueda ser considerado como una opcion viable para muchas
mas enfermedades que las antes descritas. Para entonces, se deben de tratar
problemas como la estandarizacion de los protocolos para su obtencidon y
purificacién, asi como aclarar la cuestién de las dosis y comenzar con los
ensayos clinicos, ya que, como se ha demostrado en todos los ensayos
preclinicos, los exosomas de células madre mesenquimales, por su tamafio y
su composicion pueden llegar a cualquier rincén del organismo donde se
necesiten, inclusive atravesar la barrera hematoencefdlica, la cual es uno de
los grandes problemas al buscar tratamiento para enfermedades
neurodegenerativas. Al ser un producto producido por el organismo no genera
toxicidad ni efectos adversos, otorgando al paciente la opcidon de ser tratado
con medicina “mas organica” o mas natural, dandole la seguridad de que al
tratar su enfermedad no se le estan formando otras, como comUnmente ocurre
con los medicamentos convencionales. También, gracias al amplio
conocimiento de los tipos de células madre mesenquimales y sabiendo que
cada una responde de cierta manera a factores externos, podemos crear
medicamentos personalizados, segun lo que necesite el paciente para tratar
su enfermedad, garantizando la recuperaciéon del paciente y no solo tratar los

sintomas de su padecimiento.

Dado el crecimiento exponencial en el nimero de publicaciones cuyo titulo
incluye “exosome” y "MSC” o “"Mesechymal Stem Cells” en el sitio Pubmed,
donde en el 2009 Unicamente contaba con una publicacién y hoy, 10 afios
después, en lo que va del 2019, lleva mas de 450 publicaciones, se ha
determinado en un metaanalisis que el area de estudio de los exosomas de
células madre mesenquimales va en crecimiento y aun tiene mucho que dar

[94], ya que, segun la poca (o mucha) evidencia experimental en los Gltimos
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anos acerca de los exosomas de células madre mesenquimales, los colocan
como la posible y muy probable medicina regenerativa del futuro (y como

avanza su investigacion, considero, que es un futuro no muy lejano).
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CONCLUSIONES

En los ultimos afos se ha hecho un gran esfuerzo para conocer y
comprender las armas de las células madre mesenquimales con las cuales
mantienen la homeostasis en el cuerpo y se han ideado formas de mejorarlas,
de tal manera que se ha eliminado la presencia de las células y nos hemos
quedado con los mejores vehiculos para transportar no solo moléculas
sefalizadoras, también material genético, que, dependiendo de las condiciones
a las que han sido sometidas las MSC, generaran una respuesta u otra. Esto
es gracias a que las MSC tienen la capacidad de controlar su medio para que
las células que las rodean, incluyéndolas, cambien de un estado
proinflamatorio a uno antiinflamatorio o regulador, de un estado quiescente
cuando el tejido estd en homeostasis, a uno activo cuando se presenta un
dafio. Se ha visto a lo largo de esta recopilacidon, que se pueden utilizar
exosomas de células madre mesenquimales para ejercer la accion qué harian
estas células madre en sitios de dificil acceso puesto que atraviesan incluso la
barrera hematoencefalica, brindando una opcién para tratar enfermedades

como el Alzheimer.

Los exosomas de células madre mesenquimales son la materia prima para
crear en un futuro tratamientos personalizados, ya que en la actualidad,
gracias a todo el conocimiento de ingenieria genética y manipulacion celular,
los exosomas estan siendo modificados para que carguen moléculas o miRNAs
especificos para bloquear o activar vias de sefalizacién determinadas, se les
han afiadido marcadores para que se mejore su internalizacion por células
diana especificas, esto hace mas importante aun conocer los mecanismos de
accion a nivel molecular de las patologias, para poder saber como atacarlas

con ayuda de estas moléculas bioactivas.

AUn se necesita mucha investigacién tanto preclinica como clinica, conocer

a detalle los mecanismos de accidon de estas vesiculas extracelulares, para asi
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entender a la perfeccion como es que ejercen sus efectos inmunoreguladores,
anti apoptoticos, anti fibréticos, pro angiogénicos, entre otros ya mencionados,
para poder llevarlos a aquellos pacientes que lo necesiten. Hasta el momento,
los exosomas de células madre mesenquimales representan una opcidn
prometedora para, en un futuro, tratar enfermedades que hoy en dia no

cuentan con un tratamiento definitivo.
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