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CELULAS MADRE:
FUENTES NO EMBRIONICAS ACCESIBLES
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RESUMEN

En los ultimos afios se ha variado en gran manera el tipo de enfoque que se le dio en algin momento
a las células madre; estas han pasado de ser sdélo una posibilidad lejana de tratamiento a convertirse
en una alternativa real para el manejo de varias patologias dentro de las cuales destacan las de indole
autoinmune. La obtencion de las mismas no debe ser motivo de controversia en nuestro pais ya que
por métodos que no involucran embriones humanos es posible colectarlas de dos fuentes particulares y
accesibles: 1) cordén umbilical 2) tejido adiposo.
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ABSTRACT

In the past few years the angle in which stem cells are being evaluated has changed greatly from the way
it was before, these are no longer just a distant possibility, they have become a real alternative for the
treatment of several diseases, more importantly in the case of auto-immune diseases. The methods of
obtaining the cells should not be a reason of controversy in our country; because it is possible to get the
cells from two particularly and accessible sources: 1) umbilical cord and 2) adipose tissue.
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INTRODUCCION:

Las células madre han venido a revolucionar de
forma importante el planteamiento terapéutico de
numerosas patologias, si bien es cierto este tema
no es completamente nuevo, si es interesante
conocer un poco mas a fondo los pormenores
de las fuentes de obtencion de las mismas, que
reunan dos caracteristicas importantes: primero
que sean faciles de obtener y segundo que no
involucren la utilizacion de embriones humanos por
las consideraciones éticas que esto puede conllevar
en diferentes locaciones del mundo. Para satisfacer
estas necesidades se utilizan dos métodos de
obtencion de células madre que se comentaran en
este capitulo; el primero es la obtencion de células
madre de sangre de corddn umbilical y el segundo
es a través del tejido adiposo del propio paciente.
Aprovechandose de estos medios se pueden
obtener células madre de diferentes subtipos que
cumpliran diversas funciones en la economia
del paciente; a continuacion se comentan los
pormenores de las mismas.

1. Células madre derivadas de sangre del
corddén umbilical

La primera ocasion en que se utilizé de forma
amplia la sangre del cordon umbilical como una
fuente de células madre fue en el tratamiento
de neoplasias pediatricas malignas posterior a
un acondicionamiento mielo-ablativo. Como los
requerimientos de compatibilidad para este tipo
de trasplante no son tan estrictos como para las
otras fuentes de células madre hematopoyéticas,
la sangre de cordon empez6 a ganar aceptacion
en pacientes adultos que no contaban con
donadores de médula o6sea . Fuera del
area de oncologia, el uso clinico de sangre
de cordén umbilical se ha expandido a varias
areas que van desde reconstituir un sistema
inmune defectuoso™, corregir anormalidades
hematoldgicas®, hasta inducir angiogénesis®.
En la tabla 1 se presentan ejemplos de patologias
que han sido tratadas en estudios clinicos
anteriores con buenos resultados.

En adicién a su uso clinico actual, la sangre
de corddén estd bajo intensa investigacion
experimental en modelos preclinicos de distintas
patologias que van desde isquemia miocardica,

accidente vascular cerebral hasta regeneracion
musculari®'3), Se anticipa que enlos préximos afios
los usos de sangre de cordon se ampliaran hasta
incluir patologias de origen no hematopoyético.

Tabla 1. Enfermedades no malignas tratadas
con células madre derivadas de
cordon umbilical

Patologias

Sindrome de Hurler

Distrofia muscular de Duchenne

Osteopetrosis maligna infantil

Sindrome de Rothmund-Thomson

Enfermedad de Buerguer

Lesion de médula espinal
Enfermedad de Krabbe
Sindrome de Omenn

Heridas cutaneas que no sanan
Anemia refractaria

Anemia de Diamond-Blackfan

Virus de Epstein-Barr severo crénico activo

Enfermedad de Behcet

Mucopolisacaridosis tipo 11B

* Tomado de: Neil H Riordan, Kyle Chan, Annette M Marleu,
Tomas E Ichim: Cord blood in regenerative medicine: do
we need immune suppression? Journal of Translational
Medicine 2007, 5:8.

Es de suma importancia destacar que tipo de
células se pueden obtener de la sangre derivada
del corddn umbilical, asi como sus caracteristicas
funcionales. De esta forma se puede ir anticipando
el tipo de utilidad que se le dara a estas una vez
que sean obtenidas. A continuacién se presenta
un resumen de las células regenerativas
en la sangre de corddon, se comentaran sus
caracteristicas y las potenciales funciones de las
mismas en tratamientos orientados a humanos.

Células con capacidad regenerativa
encontradas en la sangre de cordon

En la sangre del cordon umbilical se encuentran
varios tipos de células madres que se pueden
utilizar de distintas maneras segun sus
caracteristicas. Existen varias publicaciones que
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mencionan la habilidad regenerativa de estos
subtipos en modelos pre-clinicos, estos estudios
han arrojado interesantes datos y propiedades de
las células en cuestion que podran ser utilizadas
en un futuro no muy lejano; esto en cuanto se
resuelvan los pormenores que impiden realizar
estudios clinicos a gran escala utilizando este tipo
de tratamiento.

Células madre hematopoyéticas

En el cordon umbilical se pueden encontrar
varias estirpes celulares, pero llama la atencion
la gran concentraciéon de células madre
hematopoyéticas, que es similar a la encontrada
en la médula 6sea: 0.1-0.8 células CD 34+ por
100 células nucleadas aproximadamente. Lo
interesante es que contrastando con la médula
6sea las células CD 34+ de la sangre del corddn
poseen mayor potencial replicativo in vitro(4,
numeros superiores de células iniciadoras de
cultivos tardios(®'® y una mayor actividad de
la telomerasa'. El hecho de que las células
derivadas de la sangre del cordéon posean una
actividad hematopoyética tan potente se puede
atribuir al hecho de que la sangre del corddn se
encuentra en una etapa de desarrollo mucho mas
inmadura en comparacién a las células madre
derivadas del adulto. A favor de la actividad
hematopoyética superior de la sangre de corddn
se puede poner como ejemplo el hecho de que
la reconstitucién exitosa de la hematopoyesis
post ablativa, ocurre en los pacientes recibiendo
una décima parte de las células nucleadas en un
injerto de cordon umbilical en comparacién a uno
de médula 6sea (1.

Progenitores endoteliales y células estimulantes
de la angiogénesis

Ademas de ser una excelente fuente de células
hematopoyéticas, la sangre de corddn contiene
potentes células estimulantes de la angiogénesis.
En un estudio la fracciéon de CD34+,CD11b+,
que es aproximadamente menos de la mitad de
la fraccion de CD34+ de la sangre de corddn
demostrd poseer la habilidad de diferenciarse a
células endoteliales funcionales in vitro e in vivo?,
En otro estudio las células VEGFR3+,CD34+
mostraron no solo la habilidad de diferenciarse
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a células endoteliales in vivo, pero también ser
capaces de expandirse aproximadamente 40
veces in vitro y aun asi mantener su funcion
angiogénica in vivo. El mismo estudio demostré
que la concentracién de esta fraccion progenitora
endotelial encontrada en las células de corddn
CD34+ es casidiez veces mayor en comparacion a
las células encontradas en la médula ésea 9. Sin
importar el fenotipo de las células de cordén con
habilidad de estimular la angiogénesis; las células
mononucleares no fraccionadas de corddn se han
utilizado en numeroso modelos animales®'-?®, asi
como en la clinica®, para estimulacién exitosa de
angiogénesis. Las células mesenquimales que se
obtienen del cordén umbilical secretan numerosas
citoquinas y factores de crecimiento como el factor
de crecimiento derivado del endotelio vascular y
el factor de crecimiento fibroblastico tipo 22429
que estimulan el proceso angiogénico. Inclusive,
hay reportes de células mesenquimales que se
diferencian directamente en células endoteliales,
contribuyendo asi en la angiogénesis 5

Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales son un tipo de
células capaces de diferenciarse a varios tipos de
tejidos no hematopoyéticos. Son el “complemento
ideal” de las células CD34+ asistiéndolas en las
diferentes funciones que cumplen, una forma
sencilla de recordar su funcion es como la
contraparte solida de las células CD34+, ya que
las mesenquimales son capaces de diferenciarse
hacia diferentes tipos de 6rganos en la economia,
in vitro se ha demostrado la capacidad de éstas
de diferenciarse a tejido neuronal, hepatico,
osteoblastico y cardiaco®?), Otro aspecto
importante de las células mesenquimales es su
capacidad antiinflamatoria y antimoduladora;
por ejemplo, ellas secretan de forma constitutiva
citoquinas como IL-10 y FNT, manteniendo a
pesar de esto su capacidad para presentar
antigenos a las células T, sugiriendo que ellas
pueden actuar como células presentadoras de
antigenos tolerogenas “*4", Una caracteristica
singular de estas es que se adhieren al plastico y
expresan un fenotipo en su superficie celular no
hematopoyético que es CD34-, CD45-, HLA-DR®.
Las fuentes de células madre mesenquimales son:
médula ésea ?®, tejido adiposo®®, placenta®®3h,
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cuero cabelludo® y la sangre de cordén
umbilical®. Es importante afirmar que ventajas
ofrece la obtencion de células mesenquimales
de corddn sobre las otras fuentes; en un estudio
reciente se compard la capacidad de division
de las células dependiendo de su origen y las
células provenientes de la sangre de corddn
fueron capaces de expandirse unas 20 veces,
mientras que las derivadas de tejido adiposo se
expandieron unas 8 veces y las derivadas de
médula 6sea lo hicieron unas 5 veces “2.

Células madre somaticas sin limitacion

Células con marcadores y actividades que
recuerdan a las células madre embriénicas se
han encontrado en la sangre de cordén. Zhao et
al identificaron una poblacién de células CD 34-
que expresaban OCT-4, Nanog, SSEA-3 y SSEA-
4, que eran capaces de diferenciarse a células
mesodérmicas, ectodérmicas y endodérmicas.

Células madre obtenidas de tejido adiposo

El tejido adiposo ha atraido interés como una
fuente alternativa de células madre, el porqué
de esto se debe a factores como su facilidad
de extraccion, su alto contenido de células
madre mesenquimales en comparaciéon con la
médula ésea y la capacidad de su expansién
ex vivo; que puede ser similar o hasta superior
a las células obtenidas de la médula 6sea®?.
Las células madre mesenquimales expandidas
a partir de tejido adiposo son equivalentes
0 superiores a aquellas encontradas en la
médula 6sea en términos de su habilidad de
diferenciacion“*44), potencial de estimulacion
de angiogénesis“® y sus efectos moduladores
de la inflamacion®®. Dados los requerimientos
y contaminaciones potenciales asociadas a una
expansion extracelular ex vivo un procedimiento
mas simple seria utilizar células derivadas de
tejido adiposo de forma primaria. Existen varios
estudios en animales especificamente caballos
y perros que muestran mejorias significativas
en patologias como lesiones de cartilago y
hueso; utilizando células adiposas autélogas no
expandidas“’#9). Si estos resultados se pudieran
extrapolar a modelos humanos, podrian anticipar
resultados favorables en distintas patologias de

indole muy variada, que brindarian la seguridad
de no presentar una reaccion injerto versus
huésped, como se ha demostrado ampliamente
en la cirugia cosmética®*®, asi como una
disponibilidad  practicamente inmediata de
materia prima. Lamentablemente la mayoria
de estudios cientificos se han concentrado
células derivadas del tejido adiposo expandidas
in vitro y se conoce poco de los potenciales
efectos clinicos de todo el lipoaspirado que
contiene un gran numero de células ademas
de las células madre mesenquimales, como ya
dijimos, basados en la experiencia de la cirugia
cosmeética se podria afirmar que no habria mayor
problema de hacer este tipo de auto-injerto. Sin
embargo se deberia establecer un marco de los
diferentes tipos de componentes celulares que se
encuentran en el tejido adiposo, para evaluar asi
los efectos que podrian tener estas sustancias de
forma sistémica. Un ejemplo que valdria la pena
mencionar serian las altas concentraciones de
monocitos/macréfagos y el impacto potencial que
estos pueden tener en ciertas situaciones clinicas;
no se puede dejar de lado el hecho de que estas
células son fabricas de citoquinas y los posibles
efectos de estas en forma sistémica podrian
influir de una forma importante dependiendo de la
patologia subyacente del paciente.

Al igual que se hizo con la sangre de corddn
pasaremos a comentar los diferentes elementos
presentes en el tejido adiposo, para de esta
manera tener una mejor comprension y lograr
hacer una comparacion de ambos tejidos con
ventajas y desventajas de los mismos.

Células madre mesenquimatosas

La fraccién mononuclear del tejido adiposo, co-
nocida como la fracciéon vascular estromal fue
descrita en sus inicios como una fuente activa mi-
téticamente de precursores adiposos por Hollen-
berg et al®?. Estas células recordaban a los fibro-
blastos morfolégicamente y se demostré in vitro
su capacidad para diferenciarse a pre-adipocitos
y tejido adiposo funcional®®). Esto abrié el camino
para pensar en las distintas capacidades del teji-
do adiposo como fuente de células progenitoras,
pero no se hablé del tejido adiposo como fuen-
te de células madre hasta el afio 2001 donde se
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hablé del papel de las células madre mesen-
quimales presentes en el tejido adiposo y de la
capacidad de las mismas para diferenciarse a
diferentes lineas celulares: adiposas, muscula-
res, cartilaginosas y 6seas®+%%. Posterior a esta
descripcién inicial el mismo grupo reporté que
posterior a la expansién in vitro de las células
derivadas de la fraccion vascular estromal tenian
marcadores de superficie similares a los de las
células madres mesenquimales derivadas de la
médula 6sea®®. Células mesenquimales pluripo-
tenciales han sido aisladas del fluido de aspirado
de la liposuccién®” lo que claramente brinda un
gran potencial como materia prima de células ma-
dre mesenquimales al tejido adiposo, que dentro
de sus ventajas ya comentadas y muy valiosas es
la posibilidad de realizar injertos autélogos.

Células progenitoras endoteliales

Este es otro componente de la fraccion vascular
endotelial del tejido adiposo, un concepto comun
es que el tejido vascular continuamente restituye
las células endoteliales dafadas con células
madre derivadas de la médula 6sea circulantes®®,
y que la administracion de precursores
endoteliales celulares en animales que han tenido
dafio vascular puede inhibir la progresion de
ateroesclerosis o re-estenosis®®f). Miranville et
al demostraron que la fraccién estromal vascular
humana aislada de tejido adiposo subcutaneo o
visceral contiene una poblacién de células CD34+
y CD133+6", Estas células tenian la capacidad
de formar colonias in vitro e in vivo la capacidad
de producir angiogénesis. Otros autores han
reportado células CD34 positivas en la fracciéon
vascular estromal capaces de estimular la
angiogénesis directamente o mediante Ia
liberacion de factores crecimiento como IGF-
1, HGF-1 y VEGF®2%), | a existencia de células
CD34+ podria indicar la posibilidad de que estas
tengan potencial no sélo como precursores
angiogénicos sino con potencial hematopoyético;
de hecho existe un reporte de un fenotipo
con ambas capacidades, hematopoyéticas y
angiogénicas aislado de la fraccion vascular
estromal®). De estos datos se logra obtener la
conclusién de que la fraccidon vascular estromal
contiene al menos dos poblaciones mayores de
células madre; una de estas conformada por
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células madre mesenquimales y otro donde se
encuentran las células progenitoras endoteliales
cadaunade las mismas con las caracteristicas que
han sido mencionadas y por medio de las cuales
se pueden ir sacando conclusiones en cuanto a
las funciones que se les pueden dar a las mimas;
ya que si se conocen estos datos el médico que
lo estudie la hara con un fin terapéutico final, en
estos momentos el tratamiento con células madre
no se encuentra aprobado por la FDA, razén por
la cual no se observan estudios a gran escala en
humanos. De todas formas hay varios estudios en
animales y tan pronto como sea posible realizarlos
con humanos, con seguridad arrojaran resultados
que no distaran mucho de esta contraparte.

Monocitos/macréfagos
sistema inmune

reguladores del

Se ha descrito que ademas de los componentes
que ya han sido mencionados la fraccién vascular
estromal del tejido adiposo contiene monocitos y
macrofagos. Estos cuentan con una capacidad
pluripotencial descrita en otros trabajos®"®
otra capacidad de estas células que resulta
mas interesante mencionar y que ademas nos
da espacio para sofiar un poco con futuros
tratamientos es la capacidad de intervenir con
el sistema inmune. Trabajos anteriores sugerian
que la cantidad de macréfagos encontrados en
el tejido adiposo se relacionaba de forma directa
con la cantidad de inflamacién crénica de bajo
grado propia del paciente obeso, esto se creia por
experimentos que demostraron que los adipocitos
eran capaces de inducir la secrecion de TNF-alfa
por los macroéfagos in vitro®®. Estudios posteriores
demostraron que los adipocitos eran capaces por
si mismos de liberar TNF-alfa y leptina, que a su
vez son capaces de estimular a los macréfagos
a secretar mediadores inflamatorios™. Segun
varios estudios posteriores en ratones y en
humanos cuando los adipocitos son aislados
del tejido adiposo, poseen propiedades anti-
inflamatorias caracterizadas por la alta expresion
de IL-10 y del antagonista del receptor de IL-
1072, Es interesante notar que estos macréfagos
tienen un fenotipo particular M2, que se observa
fisiolégicamente en condiciones de inmuno-
supresion como tumores™, sindrome anti-
inflamatorio post sepsis™7™ o macrofagos
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deciduales asociados al embarazo™. Se
estima que la porcién monocitica/macrofagica
de la fraccion vascular estromal es de un 10%.
Con esto se amplia la gama de posibilidades
terapéuticas de los macréfagos extraidos del
tejido adiposo, ya que se afade una propiedad
mas, que resulta sumamente util: la anti-
inflamatoria. De igual forma se deberia valorar
esta respuesta en estudios clinicos a gran escala
y con parametros de evaluacion bien definidos,
pero esto le corresponderia a quienes se den a
la tarea de disenar los estudios, una vez que esto
sea posible.

Células T reguladoras

El fenotipo particular de células T reguladoras
se ha logrado obtener en ciertas condiciones,
hay reportes que demuestran la aparicion de las
mismos cuando hay activacion de las células
T en ausencia del estimulo co-estimulatorio;
asi se generan células T inmuno-supresoras
CD4+CD25+"7®_ Recordemos que en el tejido
adiposo la activacion de la inmunidad estaria
asociada a una falta de co-estimulacion por la
actividad anti-inflamatoria de los macréfagos M2,
lo que predispondria a la formaciéon de células
T reguladoras, es interesante conocer que
una vez que la células T adquieren el fenotipo
regulador, ellas se involucran en mantener los
macrofagos en el fenotipo M2, estableciendo
un circulo de retroalimentacion. Ademas de
esto en el tejido adiposo se encuentra una gran
proporcion de células mesenquimales que se
sabe secretan TGF-beta®), e interleucina-10@",
ambas involucradas en la generacion de células

T reguladoras. Hay estudios que han demostrado
la capacidad de las células mesenquimales de
producir células T reguladoras por si solas 284,

Como se ha logrado apreciar a lo largo de
esta revision las propiedades de las células
madre son amplias y llaman de sobremanera la
atencion sus caracteristicas inmosupresoras e
inmunoreguladoras, angiogénicas y regenerativas
de tejidos especificos. Todas estas nos dan
una gran esperanza para futuros tratamientos
estandarizados en humanos, ademas de
estimular la busqueda de nuevos usos de las
mismas. Las fuentes de estas células madre
(y las demas lineas celulares comentadas) son
muy accesibles y no tienen ninguna involucracién
ética, el nUmero de células madre necesarias para
tratamientos no debe significar ningin problema,
esto sin dejar de lado el hecho de que las células
obtenidas pueden ser facilmente expandidas en
laboratorio. El tejido adiposo se puede obtener
de un procedimiento tan sencillo como una mini-
liposuccion, que representa minimos riesgos
para un paciente por ser una cirugia ambulatoria,
ademas de tener una recuperacioén practicamente
inmediata y los cordones umbilicales se pueden
obtener de forma universal; en ambas fuentes
se deben utilizar procedimientos estandarizados
para prevenir las contaminacién de las células y
para asegurar el mayor aprovechamiento posible.
Este tema se puede prolongar desde muchos
angulos, las posibilidades alcanzarian inclusive
para publicar varios libros, la idea de los autores
es compartir un poco de las bases de la medicina
celular, asi como brindar una perspectiva de las
utilizaciones terapéuticas de las células madre.
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