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ARTiICULO DE REVISION

Cultivos clonogénicos: historia y su uso actual como control de

calidad pre-trasplante

Clonogenic Assays: As a quality control for pre-transplant onco-hematological diseases

Alcantara Luz?, Bonilla-Cisneros Carlos?, Luna Fernando?

Recibido: 26-01-2015 Aceptado: 15-04-2015

RESUMEN
El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas se
utiliza actualmente para el tratamiento de enfermedades
onco-hematoldgicas como leucemias y linfomas. Una técnica
utilizada para evaluar la capacidad de proliferacién in vitro de
las células progenitoras hematopoyéticas colectadas en muestra
de sangre periférica, sangre periférica movilizada, médula dsea,
y sangre de corddén umbilical es el cultivo clonogénico, en el
cual se forman colonias de células de granulocitos-eritroides-
macréfagos-megacariocitos (UFC-GEMM), unidades formadoras
de colonias de granulocitos-macréfagos (UFC-GM), unidades
formadoras de eritroides (UFC-E) en un medio de metilcelulosa.
El objetivo de este articulo es dar una breve descripcién histdrica

de los cultivos clonogénicos, asi como resaltar la importancia de
su utilizacion en el control pre-trasplante para enfermedades
onco-hematoldgicas; esto es utilizado como un medio de calidad
y seguridad para el paciente trasplantado.

Palabras clave: Células Progenitoras Hematopoyéticas, CPH;
Unidades Formadoras de Colonias, UFC; Cultivos Clonogénicos,
CC.
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ABSTRACT

The hematopoietic stem cell transplantation is currently
used for the treatment of onco-hematological diseases. One
technique used to evaluate the ability of in vitro proliferation
of hematopoietic progenitor cells in a sample collected from
peripheral blood, mobilized peripheral blood, bone marrow,
and umbilical cord blood is the clonogenic culture, in which
cells form colonies of granulocytes -erythroid-macrophage-
megakaryocyte (CFU-GEMM), colony forming units granulocyte-
macrophage (CFU-GM), erythroid forming units (CFU-E) in a
methylcellulose medium. The aim of this article is to give a brief
historical description of clonogenic assays and highlight the
importance of their use in controlling pre transplant in onco-
hematological diseases as a means of quality and safety for the
transplant patient.

Keywords: Cells progenitor hematopoietic, CPH; units forming
colonies, UFC; Clonogenic assays, CA.
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Introduccién

El creciente éxito del trasplante hematopoyético, ha constituido
durante mds de medio siglo el paradigma de la existencia
de células troncales y de células progenitoras adultas. Hasta
hace poco mas de una década, hablar de células troncales no
embrionarias era referirse casi inequivocamente a la médula
Osea o a las células progenitoras hematopoyéticas (CPH’s), ya
que fueron éstas las primeras en conocerse y en ser aplicadas
al tratamiento de enfermedades humanas®. El objetivo de
este articulo es dar una breve descripcion histdrica de los
cultivos clonogénicos, asi como resaltar la importancia de su
utilizacién en el control pre-trasplante para enfermedades onco-
hematoldgicas. El cultivo clonogénico actualmente es utilizado
como un medio de control de calidad y seguridad para beneficio
del paciente trasplantado, sin embargo aun no se ha podido
establecer su estandarizacidn entre laboratorios en nuestro pais,
por lo que seria importante lograr una unificacion de criterios en
los laboratorios que realizan este ensayo?.

Hoy en dia se conoce bien la existencia de las células
primitivas llamadas troncales (stem cell) y sus descendientes
menos primitivos llamados progenitores®. En este articulo
nos referiremos Unicamente a las células progenitoras
hematopoyéticas y a su potencial de proliferacién celular.

El tejido hematopoyético es liquido y trasplantable, se
puede cultivar y manipular ex vivo, las CPH’s se han convertido
en una herramienta insustituible para terapias hematopoyéticas
celulares y algunas aplicaciones en medicina regenerativa®.

Células Progenitoras Hematopoyéticas (CPH’s)

La hematopoyesis es un proceso que se origina en la médula
Osea y es el responsable de la fabricacion o produccion continua
de células sanguineas; esto ayuda a mantener una concentracién
constante y normal de estas células a lo largo de toda la vida de
un individuo e indirectamente lleva implicita la nocién de CPH’s®.
La hematopoyesis humana tiene una organizacién jerdrquica,
que estd esquematizada en la Figura 1 . Brevemente, durante
la maduracion las células sanguineas atraviesan por estadios
intermedios de diferenciacion que generan progenitores
multipotenciales y diferenciados a linajes especificos; y las
cantidades producidas diariamente mantienen la homeostasis
en los individuos (Tabla 1) ©.

Los ensayos in vitro se han utilizado para monitorear
las propiedades de crecimiento de las células progenitoras,
en el caso de las hematopoyéticas, se han observado linajes
multipotenciales  (eritrocitos,  monocitos/macrofagos vy
plaguetas), dependiendo del tipo de cultivo celular. Estas células
sanguineas se producen en la médula dsea a la misma velocidad
en que se destruyen (principalmente en el bazo); ejemplo, si se
tiene en cuenta que un ratdn normal tiene unas 5,000 CPH’s,
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Figura 1. Esquema simplificado de la hematopoyesis. Una rara poblacion de
CPH's genera de manera continua y regulada una progenie de células maduras,
que pasan a la circulacién sanguinea. La multipotencialidad se va perdiendo a
medida que las células se van diferenciando en los distintos linajes. La medula
dsea también alberga otros tipos de progenitores, como los mesenquimales y
los endoteliales. (Tomado de http: //stemcells.nih.gov 6, modificado por la Dra.
H. Eixarch).

Tabla I. Produccion diaria estimada y valores normales de los principales tipos
de células sanguineas.

Las cifras son aproximadas y estdn calculadas a partir de las medias para

un adulto humano varén de 70 kilogramos de peso (5 L de sangre). No se

" . . Valores Cantidad total Produccion
Tipo celular | Vida media o
normales en L de sangre diaria
Hematies 120 dias 4.5x 10° 22.5x 10%? 1,8 x 10*
Granulocitos 8-10 horas 7.5x10° 37,5x10° 9 x 10%
Plaquetas 7-10 dias 3x10° 15 x 10 2,1x 10"

incluye la produccion de otros tipos celulares minoritarios como monocitos o
linfocitos. La produccion de los tres tipos celulares indicados supone generar
aproximadamente 5 x 10** células cada dia. Tampoco se tiene en cuenta posibles
situaciones patoldgicas o de estrés, en las que esta produccion basal puede estar
aumentada °.

y cuando se analiza una preparacién en fresco sélo estan
presentes entre 1y 3 % de éstas células, y este 3% se encuentran
en una fase activa del ciclo celular, se puede comprobar que la
hematopoyesis es un proceso que se produce de una forma
relativamente oligoclonal.

Por otra parte, la produccion debe estar finamente
regulada, ya que las necesidades de cada tipo celular pueden
variar a cada momento. Al ocurrir alteraciones en algunos de los
compartimientos celulares del sistema hematopoyético, sobre
todo en los mas primitivos, la produccion de células sanguineas
puede verse modificada, de manera que los niveles de células
circulantes sean abatidos drasticamente o incrementados muy
por encima de lo normal; cualquiera de estas condiciones puede
conducir a estados fisiolégicos muy delicados, e incluso, a la
muerte del individuo®.

Esta regulacion depende de factores exdgenos,
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que incluyen mediadores solubles (factores de crecimiento
hematopoyéticos, citocinas, factores inhibidores, etc.), que
son liberados de forma endocrina, paracrina o por contacto
directo entre célula-célula que tendrian lugar en el nicho
hematopoyético, asi como de substancias neuroendocrinas
liberadas por las terminaciones nerviosas que inervan la médula
Osea, y también de factores intrinsecos de las propias CPH’s,
como la mayor o menor expresion de determinados factores
de transcripcién (PU-1, GATA-1, GATA- 2 o SCL/TAL-1) o de
modificaciones epigenéticas®.

Aspectos histdricos relacionados con la creacion de los cultivos
clonogénicos

Los origenes de esta metodologia, tienen que ver con la
importancia que se le ha otorgado a la sangre desde los tiempos
antiguos, en la conservacidon de la salud, en la percepcion de
enfermedades y con la subsecuente necesidad de conocer
su fisiologia y mecanismos de produccién. Varios sucesos
convergieron en este sentido, en donde el bazo jugd un papel
central’.

Las primeras descripciones celulares de la sangre,
se realizaron entre los aflos 1658 y 16748, Las transfusiones
experimentales entre animales datan del afio 1665° entre
humanos y animales de 1667 y entre humanos de 1795 a
1818, A pesar del conocimiento que se generé a lo largo de
estos afios, los resultados provocaron su prohibicion en Europa,
lo que ocasiono un gran hueco histérico en el estudio de la
sangre®?,

Los antecedentes del empleo del bazo para curar
enfermedades hematoldgicas, se describen en los trabajos de
Brown-Séquard a fines del siglo XIX; él planted la posibilidad
de reconstituir la produccién de células sanguineas en caso
de anemias, administrando células del bazo crudo o cocido de
animales®.

El punto histdrico clave y relevante del papel que ocupd
el estudio de érganos, como el bazo, en el desarrollo de técnicas
en la investigacion hematopoyética, parece surgir del uso de
armas nucleares a fines de la segunda guerra mundial (1939-
1945),

Enladécadadelos50'sJacobsonyLeonard demostraron
la sobrevivencia del 60% en ratones expuestos a dosis letales de
radiaciones (rayos X ) y la proteccion de estos por implantacion
de bazo en la cavidad intraperitoneal, o bien inyectando células
hematopoyéticas de ratdén sano inmediatamente después de la
radiacion. Lo evidente durante su diseccion, era la formacién
de ndédulos en sus bazos, lo que mas tarde explicarian otros
autoreslS, 16, 17.

A principios de los 60’s, y retomando este modelo,
dos investigadores canadienses James Till y Ernest McCulloch

describieron inicialmente estos néddulos como “areas locales de
regeneracion”!®, Interpretaciones posteriores de ellos mismos,
especulaban que dichas areas podian ser colonias generadas
a partir de una sola célula; por lo cual podria considerarse a
estos ensayos como un modelo in vivo para el estudio clonal de
progenitores®. Andrew Becker en una publicacién subsecuente
demostré que la mayoria de las células de una colonia
efectivamente parecian tener un ancestro comun, mostrando
este punto de vista de Till y McCulloch como razonable y
estableciendo por tanto la validez del método, como ensayo
para ver a una célula como el origen de una colonia®. De esta
forma, surgio el primer ensayo de colonias in vivo.

Ensayos in vivo e in vitro

Después de surgir la primera evidencia de la existencia de
progenitores hematopoyéticos de vida media larga en los
afios 60’s, se desencadenaron otras series de evidencias que
sustentaban la teoria de la expansion clonal in vivo. Tal es el
caso de los estudios de Billingham y Medawar?® quienes aunque
no trabajaban con progenitoras hematopoyéticas descubrieron
que al realizar practicas de trasplante de injertos cutaneos
entre hermanos idénticos y no idénticos, se sorprendieron
al comprobar que en la mayoria de los casos los trasplantes
entre no idénticos no eran rechazados. En su busqueda de una
explicaciéon satisfactoria se encontraron con los estudios de
Owen y demostraron, en una serie elegante de experimentos
en modelo murino, que la creacion de quimerismos
hematopoyéticos mixtos en ratones neonatos inducia tolerancia
especifica frente a las células del donante 2?2, estos resultados
fueron publicados en 1953 y le valieron a Peter Medawar el
Premio Nobel de Medicina y Fisiologia en 1960.

Con todas las evidencias indirectas de esa época, a
partir de los afios 60's, se inicié la busqueda prospectiva de
las células progenitoras hematopoyéticas (CPH’s); y en 1961,
Till y McCulloch *8, describieron un método para detectar y
contar células progenitoras del sistema hematopoyético; este
método se basd en la cualidad de las células progenitoras para
multiplicarse y diferenciarse formando colonias. Asi mismo
también asignaron el nombre operacional denominado unidad
formadora de colonias (UFC o CFU por sus siglas en inglés, units
forming colonies), para evitar que se asignara una identidad a
estas células todavia no caracterizadas; este término fue usado
por otros investigadores para designar a diferentes tipos de
progenitores descubiertos.

Becker, McCulloch y Till ** demostraron que las UFC eran
en realidad clonales, es decir, que procedian de una unica célula,
y se producian colonias de tamafios y morfologias diversas,
empezaron a utilizarse diferentes medios semisdlidos. El paso
siguiente fue, el traslado de este método in vivo a condiciones
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in vitro lo cual no fue facil ya que el sustrato pasaba a segundo
término, si no se utilizaban los estimulantes apropiados.

El judio Leo Sachs, investigd desde 1961 agentes
estimulantes del crecimiento de granulocitos y mastocitos en
medio liquido sustentado por células de bazo?* %. Basandose
en los hallazgos en bazo, publicé junto con Pluznik en 1965 un
trabajo en el que demostraba que células hematopoyéticas
normales de raton pueden ser clonadas en agar suave y que la
formacidn de estos clones requeria de inductores secretados
por las células de las capas de sostén, las cuales se habian
dejado crecer bajo el agar (feeders)?. Sus hallazgos mostraron
la posibilidad de obtener clones celulares y el andlisis de su
diferenciacidon clonal normal en agar suave, y demostraron
que su formacién requiere de sustancias inductoras especificas
producidas por tipos celulares diferentes cultivados bajo el agar.
Con base en estos reportes, se comenzaron a realizarse estos
procedimientos con células hematopoyéticas.

Cada uno de estos tipos de clonas se llego a identificar
como un tipo de progenitor. Asi, se describieron las UFC-
GM (unidades formadoras de colonias de granulocitos vy
macrdéfagos), las UFC-E (unidades formadoras de colonias de
eritrocitos), las UFC-Meg (unidades formadoras de colonias de
megacariocitos) y las UFC-Mix (unidades formadoras de colonias
mixtas). El ultimo paso fue conocer si las células conservaban el
mismo comportamiento en un nuevo soporte hecho a base de
metilcelulosa?®, el cual es un derivado sintético de la celulosa
vegetal que ya se habia usado muchos afios antes® y se le fue
incorporando a este tipo de cultivos por sus mejores cualidades
técnicas, por varios autores a mediados de los 60°s* %8,

Hallazgos de Pike y Robinson® demostraron que el
suministro de asparagina en el medio de cultivo era necesario.
Un aminoacido no esencial considerado hasta ese momento en
cultivos de células normales, se convirtié en un requerimiento
para el desarrollo de colonias de precursores progenitores en
cultivo. Otro hallazgo, fue la observacion de mayor estimulo
en sustratos de medio semisdlido, tal medio condicionado
fue reportado por Iscove en 1971, y se convirtié en estandar
constituyente del cultivo de progenitores? 3%

Definicion de cultivo clonogénico y jerarquia de progenitores
hematopoyéticos
Hoy en dia podemos definir esta metodologia como un
ensayo de cuantificacion de funcionalidad in vitro de los
progenitores hematopoyéticos (CD34+), empleando un medio
de metilcelulosa que promueve la proliferacion de células
progenitoras hematopoyéticas de estirpe granulo/monocitica
y eritrocitica, mas adelante se describiran las caracteristicas
fenotipicas de las células.

Las células hematopoyéticas son una demostracién de

la existencia de una jerarquia de progenitores con diferentes
potencialidades y de la naturaleza clonal de la hematopoyesis
(Figura 2) *,
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Figura 2. Varios tipos de células troncales y progenitoras hematopoyéticas se
han identificado en los ensayos in vitro e in vivo. En el eje vertical se sefiala su
estado de maduracién, hu, denota células que no se ha demostrado el origen
y m, significa que se ha descrito solo para murinos. Tomado y modificado de
Coulombel L (2004). Para mayores referencias consultar 3.

Los ensayos clonogénicos, se utilizan en los bancos de
células progenitoras y en investigacidon para evaluar la calidad
de un producto celular (muestras de sangre de cordon umbilical
o médula ésea congelada), proporcionan una informacion
funcional de progenitores mas diferenciados formando
unidades.

Otros ensayos clonogénicos que permiten analizar
progenitores masinmaduros que las UFC son el LTC-IC (long-term
culture initiating cell)*> y los CAFC (cobblestone area forming
cell)*34, o células formadoras de areas en empedrado, por la
disposicién que adoptan las células de la colonia, que recuerda
aladelos adoquines de las calles antiguas. En ambos ensayos se
emplean cultivos a largo plazo, y requieren un soporte estromal.

Sin embargo, hasta el momento ningun ensayo in vitro
permite evaluar rigurosamente la funcionalidad de las CPH’s, los
unicos que lo hacen son los que atienden a la propia definicion
de estas células, es decir, que demuestran su capacidad de
repoblacién in vivo y de diferenciacion hacia los principales
linajes hematopoyéticos, y a largo plazo (un minimo de 4 meses
en el ratén y varios afios en un humano) 3.

Por otra parte, los ensayos de repoblacién in vivo
también tienen sus limitaciones, pues una vez que se documenta
que la repoblaciéon se ha producido, las CPH’s que la originaron
desaparecen. Ademas, en los ensayos de repoblacién in vivo hay
guetenerencuentaque las células que se trasplantan, tienen que
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llegar a alcanzar los tejidos hematopoyéticos y anidar (homing)
en los nichos adecuados, este proceso de homing puede ser un
factor critico cuando se trasplantan nimeros muy reducidos de
células o una sola célula®. Una solucién a estos problemas, son
los ensayos de repoblacion competitiva; en ellos, una poblacion
de células «problema» es trasplantada simultdneamente con
otra poblacidn «control», de esta manera, una poblacién puede
ser cuantificada y diferenciada de la otra en las muestras de
tejidos hematopoyéticos de los animales receptores mediante
algin marcador fenotipico (CD34+, CD38 low, CD45 dim, CD90)*.
Asi, se definieron las unidades de repoblaciéon competitiva (CRU
siglas en inglés), lo que equivale a una célula Unica que es capaz
de producir linaje mieloide y linfoide a largo plazo cuando es
trasplantada a un animal irradiado letalmente.

Con todo, estas exigencias de los ensayos de
repoblacidn in vivo imponen enormes restricciones y dificultades
para el estudio de las CPH’s, y ello ha impulsado la busqueda de
métodos alternativos que permitan identificar a las CPH’s de una
manera prospectiva.

Caracterizacion fenotipica de las CPH'’s

Tras los primeros intentos de enriquecimiento basados en
el tamafo y la densidad celular, la aparicién de anticuerpos
policlonales o monoclonales frente a distintos marcadores
inmunofenotipicos, acoplados a nuevos y mejores fluorocromos
y los avances en la citometria de flujo, que permiten analisis
multiparamétricos a tiempo real y la separacion de poblaciones
celulares con fenotipos cada vez mas complejos, han
revolucionado el conocimiento sobre la hematopoyesis.

En 1984, Kurt Civin3 descubrié el antigeno My10
en la linea leucémica humana KG-la. Este marcador, que
posteriormente se denomind CD34, se expresaba en la
membrana del 1-4% de las células nucleadas de la médula
6sea humana y se comprobdé que dicha poblacién contenia la
capacidad de repoblacion hematopoyética, lo que indicaba que,
al menos de forma mayoritaria, las CPH’s humanas expresaban
dicho marcador. De hecho, se ha utilizado la seleccidn positiva
de células CD34+ como un método para depleccionar o purgar
ex vivo de células tumorales contaminantes en productos
hematopoyéticos (médula dsea, productos de aféresis)
autdlogos antes de ser trasplantados, bien sea como Unico
método de purga o en combinacion con la seleccidon negativa
(por ejemplo, de células B en algunos linfomas). Posteriormente,
se descubrid que la mayoria de los progenitores con capacidad
de repoblacién, ademas de ser CD34+, eran CD38-, lo que
permitié enriquecerlos al menos en una orden de magnitud
mas. El fenotipo que define mejor a las CPH’s humanas es Lin-
CD34+ CD38-/low CD45RA- CD90 y fue descrito recientemente
en la sangre de corddon umbilical®> 3,

En el ratdn, que es la especie en la que los distintos
progenitores hematopoyéticos estan mejor caracterizados, y a
pesar de que muchos de los marcadores que los identifican se
han conservado bien a lo largo de la evolucidn, las cosas son
algo distintas; por ejemplo, en el ratén las CPH son CD34. Una
caracteristica que define a los progenitores inmaduros, es que no
expresan ninguno de los marcadores especificos de los distintos
linajes maduros como: CD3, CD5, CD7, CD4 o CD8 para células
T, CD13, CD14, CD15, CD11b o Grl para células mieloides; B220,
CD19, CD20, CD21 para células B, o el Ter-119 para células de la
serie roja; es decir son Lin-.

La denominada deplecion Lin- utiliza una mezcla de
anticuerpos frente a estos marcadores y permite eliminar
la inmensa mayoria de células maduras y de precursores
diferenciados, enriqueciendo unas 20 veces en capacidad de
repoblaciéon en comparacién con la médula ésea no fraccionada.
Los marcadores c-Kit y Sca-1 suponen un paso mas alla en la
purificacion de las CPH’s murinas. Las células Lin- Sca-1+ c-kit+
o simplemente KLS estan enriquecidas unas 1000 veces en
capacidad de repoblacién a largo plazo, en comparacion con las
de médula osea no fraccionada. Aun asi, sélo una de cada 10
células KLS es una CPH?¢,

Importancia actual del potencial de proliferacién celular

El uso de esta metodologia in vitro ha llevado a la clonacién y
aislamiento de progenitores y de factores de crecimiento para la
mayoria de las células hematopoyéticas, incluyendo diferentes
tipos de linfocitos. Y ha ayudado a entender los controles que
regulan el crecimiento y la diferenciacidn en la hematopoyesis
y como estos controles estan acoplados en el desarrollo normal
y sus anormalidades en leucemia y otras enfermedades como
anemia aplasica ¥’.

Asi mismo, esta técnica es importante en la clinica
ya que ha servido para garantizar a los centros de trasplantes,
la calidad de las unidades de CPH’s provenientes de medula
Osea, sangre periférica o sangre de cordén umbilical 3% que
seran transfundidas a los pacientes, ademas de conservar su
viabilidad y la capacidad proliferativa para producir el injerto
aun después de la descongelacidn. Se asegura que la capacidad
de diferenciacion de la célula troncal, o progenitores primitivos
no se ha visto afectada, después de la criopreservacion y
descongelacidon. Es importante hacer notar, que la pérdida
celular después de la congelacién se estima entre un 16 a 20 %
de las unidades y que los linajes de células primitivas son los mas
afectados, porlo que esimportante realizar una criopreservacién
cuidadosa .

Los ensayos de UFC se evaltan in situ después de un
periodo de incubacion de 14 a 16 dias y se puede reportar por
separado cada colonia (UFC-E, UFC-GM, UFC-Meg, UFC-Mix); o
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bien una eficiencia de clonogenicidad, llamada E-clone, que se
refiere a las células CD34+ / UFC totales, multiplicadas por 100.
De esta forma un E-clone mayor al 10% refleja un potencial de
proliferacidon aceptable, o dicho en otras palabras, las células
CPH’s han conservado su capacidad de diferenciacion. Es muy
importante mencionar que el E-clone se basa exclusivamente
para células CD34+, ya que existen células hematopoyéticas
primitivas que son CD34- y también podria haber células CD34+
gue no son hematopoyéticas en la unidad.

La Tabla 2, enumera las frecuencias con las que se
encuentran las UFC de los progenitores hematopoyéticos en
condiciones normales®. Sin embargo, como puede observarse
hay diferencias en el nimero de unidades formadoras de
colonias resultantes, aunque sean condiciones normales pero
diferentes recursos de obtencién de las células cuantificables.
Estas mismas diferencias se han observado en productos de
leucoféresis de algunos centros de trasplantes. Por ejemplo
analizando, el cociente de las células UFC/CD34, da como
resultado, para los injertos entre 1/6.2 a 1/6.6 para injertos con
<2% células CD34*, vs. 1/10.2 para injertos que contienen >2%
células CD34*. Por tal razdn es de vital importancia reportar el
cociente de UFC/CD34*, ya que existen variaciones dependiendo
del tipo de patologia: 1/9.3 para mieloma multiple, 1/6.8 para
enfermedad de Hodgkin’s, 1/6.5 para linfoma no Hodgkin, y
1/4.5 para tumores soélidos *.

Tabla Il. Frecuencias de las UFC en los diferentes recursos terapéuticos.
*Las UFC fueron determinadas utilizando Methocult, Stem Cell Technologies. Los
valores son expresados como la media + 2 sd. *

Recurso Tipo de Células Progenitoras Hematopoyéticas

Terapéutico UFC- Eritrocitos| UFRojos | UF-Granulocitos/ | UFC-Mix

. 4 31 115 100 5
Médula Osea (1-78) (1-251) (30-170) (1-15)
g"i‘i”('gélulas 188 175 408 10
mononucleares) (1-506) (1-477) (1-990) (1-30)
Médula Osea 30 34 54 2
(CD34+) (1-59) (1-74) (7-101) (1-5)
Sangre de Cordén 9 104 115 25
umbilical (1-48) (1-310) (1-303) (1-59)
Sangre Periférica 2 30 9 2
(células
mononucleares) (1-10) (1-62) (1-18) (1-5)
Sangre Periférica 8 121 111 23
Mobilizada (1-27) (1-257) (1-257) (1-67)

Conclusiones

Podemos concluir que existe todo un desarrollo histérico
para la creacion de esta técnica pre-trasplante, por tal razén
es importante su utilizacion como control de calidad en
enfermedades onco-hematoldgicas y para la seguridad del

paciente trasplantado. Asi mismo la estandarizacion de esta
metodologia, en las unidades de salud en México contribuira a
homogenizar los datos de |a calidad de las unidades trasplantadas
y asegurar el éxito de esta terapia.

Bibliografia

1.  Gluckman E, Broxmeyer HE, Auerbach AD, et al. Hematopoietic
reconstitution in a patient with Fanconi’s anemia by means of
umbilical-cord blood from an HLA-identical sibling. New Eng. J. Med.
1989: 1174-8.

2. Lumley M. A, Burton A, Billingham LJ, McDonald DF, Czarnecka
HM, Milligan DW. Quality assurance of CFU-GM assays: inter-
laboratory variation despite standard reagents. Eur J Haematol. 1999
Jan;62(1):32-7.

3. Martinez-Jaramillo G, Vela-Ojeda J, Sanchez-Valle E, Montesinos JJ,
Mayani H. In vitro functional alterations in the hematopoietic system
of adult patients with acute lymphoblastic leukemia. 2007:83-9.

4. Verena Reimann, Ursula Creutzig, Gesine Kogler. Stem Cells Derived
From Cord Blood in Transplantation and Regenerative Medicine.
Dtsch Arztebl Int. 2009:831-836.

5. Bonifer C. Epigenetic plasticity of hematopoietic cells. Cell Cycle.
2005: 211-214.

6.  http://stemcells.nih.gov

7. Boylan M. Galen: On blood, the pulse and the arteries. J Hist Biol;
2007:207-30.

8.  Hajdu SI. A note from history: The first two laboratory scientists. Ann
Clin Lab Sci 2003: (33) 438—-40.

9.  Keynes G. Blood transfusion. London: John Write and Sons. 2010:1-
19.

10. Starr D. Blood: An epic history of medicine and commerce. New York:
Perennial (HarperCollins), 2003: 31-52.

11. Doyle k. Blood component preservation a storage. In: Rudmann Sv. Ed
Textbook of blood banking and transfusion medicine. Philadelphia.
Elsevier Sounders, 2005:258-80.

12. Ficarra B J. The evolution of blood transfusion. Ann Med Hist.
1942:305-6.

13. Ernest Beutler M.D., Marshall A. Lichtman M.D., Barry S. Coller M.D.,
Thomas J. Kipps M.D. Ph.D., Uri Seligsohn M.D. (Editor) Structure
of the marrow and the hematopoietic environment. McGraw-Hill
Professional. Williams Hematology 6th edition. November 28, 2000.

14. Borell M. “Brown-Séquard’s organotherapy and its appearance in
America at the end of the nineteenth century”. Bull Hist Med.1976:
309-320.

15. Martin Gilbert. Segunda Guerra Mundial 1939-1945, La V. i. Editorial
Edaf. 2005. 696pp. ISBN: 8497342984

16. Leonard J. Cole, Maurice C. Fishler, and Victor P. Bond. Subcellular
fractionation of mouse spleen radiation protection activity. Proc Natl
Acad Sci U S A. 1953: 759-772.

17. Jacobson, L. O., Simmons, E. J., Marks, E. K., and Eldredge, J. H.,
Recovery from irradiation injure. Science 1951: 510-511.

18. Till E, McCulloch JA. Direct measurement of the radiation sensitivity
of normal mouse bone marrow cells. Radiat Research.1961:213-222.

19. Becker A.J, McCulloch E A & Till J E. Cytological demonstration of the
clonal nature of spleen colonies derived from transplanted mouse
marrow cells. Nature. 1963:452-4.

20. Bellingham RE, Brent L, and Medawar PB. Activity acquired tolerance
of foreign cells. Nature. 1963; 172, 603-606.

21. Ono SJJ. The birth of transplantation immunology: the Billingham-
Medawar experiments at Birmingham University and University
College London. 1951. Exp Biol 2004: 4013-4014.

22. Ginsburg H, Sachs L. The long term cultivation in tissue culture of
leukemic cells from mouse leukemia induced by Moloney virus or by

WWw.uv.mx/rm



Cultivos clonogénicos: historia y su uso

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

x rays. J Nat. Cancer Inst. 1961:53-71.

Ginsburg H, Sachs L. Formation of pure suspensions of mast cells in
tissue culture by differentiation of lymphoid cells from the mouse
thymus. J Nat Cancer Inst. 1963; 31:1-40
Pluznik DH, Sachs L. The cloning of norma
culture. J Cell Comp Physiol. 1965; 66:319-24.

Hotchin J. E. Use of methyl cellulose gel as a substitute for agar in
tissue-culture overlays. Nature 175; 1955: 352

Ichikawa Y, Pluznik DH, Sachs L. In vitro control of the development
of macrophage and granulocyte colonies. Proc Nat Acad Sci US. 1966;
56:488-95

Pluznik D H & Sachs L. The cloning of normal “mast” cells in tissue
culture. Cell. Comp. Physiol 1965; 66:319-24. [Citation Classic.
Current Contents/Life Sciences 1983; 39:18.

Iscove N, Senn J, Till J, McCulloch E. Colony formation by normal
and leukemic human marrow cells in culture: effect of conditioned
medium from human leukocytes. Blood 1971; 37:1-5. Citation Classic.
Current Contents/Life Sciences.1983; 23:151.

Pike B L & Robinson W A. Human bone marrow colony growth in agar-
gel. J. Cell. Physiol. 1970; 76:77-84.

Hoang T, Iscove N. N.& Odartchenko N. Agar extract induces release
of Paran M, Sachs L, Barak Y, Resnitzky P. In vitro induction of
granulocyte differentiation in hematopoietic cells from leukemic and
non-leukemic patients. Proc. Nat Acad Sci US. 1970; 67:1542-9.
Kinzfogl JM, Broxmeyer HE. Brief historical overview of hematology,
cord blood, and links between the nervous and hematopoietic
systems. In: Broxmeyer H. E, ed. Cord Blood: Biology, Transplantation,
Banking, and Regulation Bethesda, MD Press, 2011; 1:1-16

| “

mast” cells in tissue

| “

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Ploemacher RE, van der Sluijs JP, Voerman JS et al. An in vitro limiting
dilution assay of long-term repopulating hematopoietic stem cells in
the mouse. Blood. 1989; 74, 2755-2763

Majeti R, Park CY, and Weissman IL. Identification of a hierarchy of
multipotent hematopoietic progenitors in human cord blood. Stem
Cell; 2007: 1, 635-645.

Civin Cl, Strauss LC, Brovall C, Fackler MJ, Schwartz JF, Shaper JH.
Antigenic analysis of hematopoiesis. lll. An hematopoietic progenitor
cell surface antigen defined by a monoclonal antibody raised against
KG-1a cells. J Immunol. 1984; (33):157-65.

Human Colony-Forming Cell (CFC) Assays using Methocult®. Technical
Manual. V. 3.1.0. 2009. Stem Cell Technologies ®.

Coulombel L. Identification of hematopoietic stem/progenitor cells:
strength and drawbacks of functional assays. Oncogene. 2004; (23):
7210-22.

Dobo |, Pineau D, Robillard N, Genevieve F, Piard N, Zandecki M, y
Hermouet S. Standardization of the CFU-GM Assay: Advantages of
Plating a Fixed Number of CD34* Cells in Collagen Gels. Journal of
Hematotherapy & Stem Cell Research. 2003;12(5): 543-551.

Kurita N, Frassoni F, Chiba S, Podesta M. Impact of length of
cryopreservation and origin of cord blood units on hematologic
recovery following cord blood transplantation. Bone Marrow
Transplant. 2015 Mar 23. doi: 10.1038/bmt.2015.56

Jo-Anna Reems, Karen M. Hall, Luladay H. Gebru, Greta Taber, lvan
N. Rich. Development of a novel assay to evaluate the functional
potential of umbilical cord blood progenitors. Transfusion. 2008; (48):
620-628.

WWw.uv.mx/rm



ARTiICULO DE REVISION

Células Troncales, Nicho y Biomateriales

Citlalli Regalado Santiago, Elisa Tamariz.

Recibido: 26-01-2015 Aceptado: 06-04-2015

RESUMEN

Las células troncales (CT) se caracterizan por poseer un amplio
potencial de diferenciacién y de proliferacidn, y tienen un papel
primordial en la homeostasis y regeneracion tisular. Aunque son
una prometedora fuente de células para terapias de sustitucion
celular y regeneracion tras un dafio o enfermedad; su uso es
todavia restringido ya que hay que contemplar diversos factores
como la supervivencia, la integracion tisular, la diferenciacion
especifica y la funcionalidad. Una parte determinante para
llevarlas a la medicina regenerativa es comprender su biologia
y el nicho o microambiente en el que se encuentran in vivo. El
nicho esta constituido por células, proteinas y componentes
de matriz extracelular que interaccionan con las CT, y puede
determinar el estado indiferenciado o la diferenciacién hacia
fenotipos especificos. En afos recientes, el uso de modelos
in vitro que simulan diversos componentes del nicho han
permitido comenzar a comprender el papel de los factores
que lo integran, e incluso disefiar modelos artificiales que
recapitulen las condiciones de un microambiente. En ese
sentido los biomateriales son una alternativa que permite
incorporar diferentes caracteristicas fisicas y quimicas que se
ha observado modulan a las CT y favorecen su manipulacion.
En el presente trabajo se revisan algunas de las estrategias
utilizadas para el disefio de biomateriales con el fin de mimetizar
el microambiente de las CT y regular su biologia, asi como el
impacto que a futuro pueden tener en terapias de regeneracion
tisular con CT.

Palabras claves: Células troncales, biomateriales, microambiente
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ABSTRACT

Stem cells (SC) are characterized by their extensive potential
of proliferation and differentiation, as well as their major role
in homeostasis and tissue regeneration. In spite of SC are a
promising source of cell replacement therapies and regeneration
after injury or disease; its use is still limited because there
are several issues that need to be taken into account, such
as survival, tissue integration, specific differentiation and
functionality. To consider them part of regenerative medicine
it is imperative to understand their biology and niche or
microenvironment found in vivo. The niche is constituted by
cells, proteins and extracellular matrix which interact with the
SC and may determine the undifferentiated or differentiation
state into specific phenotypes. Furthermore, in recent years,
the use of in vitro models that simulate various components
of the niche have helped to begin to understand the role of
factors that compose it, and even to design artificial models
that recapitulate the conditions of a microenvironment. In that
sense, biomaterials are an alternative to incorporate different
physical and chemical properties that have been observed to
modulate SC and to improve its manipulation. In this paper we
review some of the strategies used for designing biomaterials in
order to mimic the microenvironment of SC and to regulate their
biology as well as the impact it may have in the future of tissue
regeneration therapy with SC.
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Células Troncales, Nicho y Biomateriales

Caracteristicas de las células troncales

Las células troncales (CT) se caracterizan por poseer dos
capacidades funcionales: 1) la auto-renovacion de su poblacion,
que se refiere a la habilidad de las CT de dar lugar a una
célula idéntica que mantiene las caracteristicas troncales de
la poblacidn, y 2) la potencialidad de generar diversos tipos
celulares diferenciados y completamente funcionales, a partir
de células hijas que pierden sus caracteristicas troncales 23,
Durante el desarrollo embrionario, y a medida que transcurre
el tiempo de vida de un organismo adulto, la capacidad de
auto-renovacion y la potencialidad de diferenciacién de las CT
son diferentes. En ese sentido, si nos referimos a la ontogenia
de la CT tenemos que el cigoto fertilizado es la CT totipotente
que darad origen a un organismo completo y al trofoblasto
(que derivard en la placenta) % capacidad que se mantendra
solo hasta el estadio de divisién de 8 células de la mérula °.
Subsecuentemente en el proceso de desarrollo se darad origen
al blastocisto, conformado en su estructura interna por una
poblacion de células denominadas troncales embrionarias
(CTE) con caracteristicas pluripotentes, que generan las tres
capas germinales embrionarias (mesodermo, ectodermo vy
endodermo), y por lo tanto son capaces de dar lugar a todas
las células de un organismo completo, aunque a diferencia de la
célula totipotencial no pueden formar el trofoblasto 2557,

La transicién de las CT pluripotentes hacia un estado
multipotente se refleja en la subsecuente formacion de las capas
germinales del endodermo, mesodermo y ectodermo. De este
modo, las CT multipotentes se caracterizan por generar tipos
celulares procedentes de una Unica capa germinal embrionaria,
es decir, el endodermo origina células que conforman érganos
internos como el higado, pancreas, pulmén e intestinos &
el mesodermo o capa germinal media es responsable en
la generacidon del tejido hematopoyético, muscular y 6éseo,
mientras que el ectodermo dara lugar a tejidos como el nervioso,
la epidermis, la cérneay la glandula mamaria 2.

Posterioralaetapade organogénesisyenlaedadadulta,
las CT multipotenciales se estableceran permanentemente en
zonas especificas de los tejidos del organismo adulto, aunque
en una proporcion muy limitada (aproximadamente del 1
al 2% de la totalidad celular), y con una tasa de proliferacion
relativamente baja en condiciones fisioldgicas, pero que en
presencia de un estimulo pueden proliferar activamente °.
Las CT pueden generar, por medio de la divisidn asimétrica,
células troncales multipotentes y células progenitoras o
también conocidas como células de amplificacién transitoria
(CAT) 2 3. Esta ultima poblacion se define por su capacidad
para proliferar de manera controlada por un periodo limitado
de tiempo antes de expresar un fenotipo diferenciado °. Entre
las poblaciones troncales que se han descrito en el organismo

adulto, particularmente en médula dsea, se encuentran las CT
hematopoyéticas que dan lugar a las células del linaje mieloide
y linfoide, y las CT mesenquimales (CTM), cuya capacidad de
diferenciacidon abarca multiples linajes como el adipogénico, y
el osteogénico, responsables de la diferenciacion a células del
tejido adiposo y del hueso respectivamente{l!\hans 2012 #2029} 11
Estudios recientes han encontrado que las CTM en condiciones in
vitro tienen también la capacidad de diferenciarse hacia células
que dan lugar al tejido hepatico *?e incluso al tejido neural .
Otra poblacion de CT adultas que se han encontrado entre la
ldmina basal y el sarcolema de las fibras del musculo son las CT
satélites, que en condiciones fisioldgicas se mantienen como
una poblacion troncal quiescente, pero que en determinadas
condiciones como el ejercicio fisico, se activan dando lugar a los
progenitores miogénicos que eventualmente se diferencian a
nuevas fibras que integran el mdsculo *#*> {11\, #2029}

Por otra parte, se ha descrito una poblacion que tiene la
propiedad de retener el marcaje con compuestos fluorescentes
o radioactivos gracias a su baja frecuencia de division celular, y
a la que se ha denominado LRC (labelling retaining cells), esta
poblacién se ha identificado como CT en diferentes tipos de
epitelios *'78, En el epitelio intestinal se ha descrito la presencia
de LRC en la cripta intestinal ¥, en el epitelio corneal reside una
poblacién troncal en un drea conocida como limbus, mientras
que en la epidermis las CT residen en la zona interfolicular,
en la base del foliculo piloso y en las glandulas sebéceas; esto
epitelios comparten la caracteristica de tener una alta tasa de
recambio celular 22!, Otro de los érganos importantes donde
radica una poblacién de CT es el cerebro. En el sistema nervioso
adulto, los precursores neurales, término que engloba a una
poblacién de CT y CAT, o también llamadas precursores neurales,
estan presentes en la zona subventricular y el giro dentado del
hipocampo, dos regiones importantes donde se lleva a cabo la
formacidon de nuevas neuronas en un proceso conocido como
neurogénesis 2.

El balance entre el mantenimiento del estado
indiferenciado y relativamente quiescente, y la activacion de la
proliferacion y la diferenciacion de las CT, son influenciados por
diversos factores o estimulos presentes en regiones especificas
que integran lo que ahora se reconoce como el microambiente
o nicho de las CT, y que estd presente tanto en el embrién como
en el organismo adulto.

La importancia del nicho en la biologia de las células troncales
La localizacion de las CT en los diferentes tejidos ha sido una
tarea ardua, actualmente se reconoce que la zona donde
se localizan conforma un microambiente con caracteristicas
celulares, quimicas y fisicas definidas, y que compone lo que
se ha llamado nicho. El término "nicho™ fue originalmente
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acufiado por Schofield en 1978 23, para explicar cémo las
células adyacentes a las CT hematopoyéticas podrian estar
manteniendo la troncalidad, y una vez que éstas células
abandonan el nicho entran en diferenciacién a menos que se
les provea de un ambiente similar. El término nicho ha sido en
la actualidad expandido para incluir diferentes aspectos que
rodean a las CT tales como componentes de matriz extracelular,
factores de crecimiento, células inflamatorias, factores fisicos
como rigidez y topografia, o concentraciones de oxigeno
24 Tales componentes actian como sefiales inductoras de
mantenimiento del estado quiescente, de auto renovacion, o de
formacion de células diferenciadas. Los nichos son altamente
especializados para cada tejido, con una localizacidon anatémica
definida. La desregulacion de las condiciones del nicho puede
llevar a la desregulacion de la homeostasis tisular y al desarrollo
de estados patolégicos como tumurogénesis o degeneracién
.26 E| nicho contiene no solamente a las CT, sino a una gran
variedad de células con funciones especificas, y son numerosas
las evidencias que demuestran que la interaccién entre las
células del nicho y las CT modulan tanto la diferenciacién
como la troncalidad. Las caracteristicas celulares de cada nicho
varian segun el tejido, en algunos casos esta conformado por la
progenie de las CT en vias de diferenciacion como en las células
epiteliales, y las células troncales neurales 2*%’. En otros casos
el nicho puede estar constituido por diversos tipos celulares
como en la médula espinal, en donde se han identificado células
de endotelio vascular, células perivasculares, osteoblastos,
macrofagos y nervios simpdaticos %. El nicho de las CT puede a
su vez estar dividido en regiones que se especializan en formar
tipos celulares con caracteristicas particulares 2, tal es el caso
de la zona subventricular en el cerebro adulto, en donde ahora
se sabe existe una regionalizacién que generan tipos neuronales
especificos, que a su vez se incorporan a zonas particulares del
bulbo olfatorio dependiendo de la zona subventricular de la
gue provengan; sin embargo aun estd por descifrarse cuales
caracteristicas especificas determinan cada region dentro del
nicho %,

La interaccion con células del nicho puede ser por
contacto directo célula-célula, o por estimulaciéon paracrina
mediante la secrecion de factores que median la comunicacion
celular. Ejemplo de lo anterior es la interaccion mediada
por la molécula de adhesidon E-selectin presente en células
endoteliales en la médula espinal y que media la proliferacién
de las CT hematopoyéticas; se ha observado que el uso de
agonistas de E-selectin inducen la quiescencia de las CT #. Por
otra parte existen una gran cantidad de factores secretados
implicados en el mantenimiento y diferenciacion de CT, entre
los mas caracterizados se encuentran las proteinas altamente
conservadas Wnt y Sonic Hedgehog (Shh), involucradas en la

regulacion de CT en diversos tejidos. Shh tiene un importante
papel regulatorio en los nichos presentes en los foliculos pilosos
o las criptas del epitelio intestinal, donde es clara su distribucién
espacial y temporal restringida, regulando la presencia de CT
en estos tejidos *. Por otra parte se sabe que un gradiente de
concentracion de proteinas Wnt ejerce efectos diferenciales
sobre CT hematopoyéticas, altas concentraciones inhiben su
capacidaddeautorenovacion,ybajasconcentracionesmantienen
su fenotipo indiferenciado y de auto renovacion 3. En el caso
del sistema nervioso central las proteinas Wnt desempefian
un importante papel en la regulacion de la neurogénesis y
la formacién de nuevas neuronas a través de la activacion
transcripcional de genes como Neuro D1 en células progenitoras
del hipocampo adulto 32. Shh es un factor determinante en la
formacidn del sistema nervioso central durante el desarrollo
embrionario, y en la formacién de neuronas tanto del cerebro
anterior, neuronas dopaminérgicas mesencefdlicas, entre otras,
mientras que en el adulto Shh también estimula la formacion de
nuevas neuronas en sitios neurogénicos como el hipocampo .

La matriz extracelular (ME) es también un factor determinante en
el nicho de las CT, provee no solamente sefializacién bioquimica,
sino también estructural y fisica. La interaccidn directa célula-
ME mediada por receptores como las integrinas, participa
en la sefalizaciéon que regula auto renovacién, proliferacion,
diferenciacidn y migracion; por ejemplo en la piel en donde la
expresion diferencial de las integrinas determina la presencia de
las CT o delas CAT 2%, En el caso del sistema nervioso central, se ha
reportado que existen dominios denominados fractones en los
que la ME forma un continuo con la membrana basal de los vasos
sanguineos, en estos nichos se expresa de manera abundante
las proteinas de ME lamininas, sin embargo solamente las CAT
o precursoras neurales, y no las CT quiescentes expresan las
integrinas a6B1 que funcionan como receptores para lamininas;
en procesos de neuroregeneracion sin embargo, la expresion
de B1 es aumentada en las CT indicando una regulacién fina
de los receptores a componentes de ME dependiendo de las
condiciones de quiescencia o proliferacion 34,

Las macromoléculas que componen la ME también
proveen de organizacién tridimensional al nicho, en el que
factores de crecimiento y células tiene una distribucion
caracteristica permitiendo la formacién de gradientes de
concentracién de proteinas y la interaccidon entre poblaciones
celulares especificas.

Un creciente cuerpo de evidencias ha mostrado por
otra parte que las propiedades fisicas de la ME tiene también
efectos determinantes en la biologia de las CT. En afos
recientes, estudios in vitro han encontrado que las propiedades
fisicas como la rigidez, la elasticidad y la nanotopografia ejercen
un profundo efecto sobre la regulacién de la biologia de las
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CT 3. Las propiedades fisicas de la ME que conforma el nicho
es “interpretada” por la maquinaria mecanosensora de las CT,
repercutiendo en la regulacion del citoesqueleto y los sitios de
adhesidn, y convergiendo en la regulaciéon de la morfogénesis,
proliferacion, diferenciacidn, supervivencia *, e incluso en la
expresion génica ¥’.

Recapitulacion del microambiente a través de biomateriales
Las evidencias experimentales que demuestran la influencia
del microambiente sobre las CT han sido determinantes para
enfatizar la necesidad de incorporar los factores que componen
un nicho en el estudio y desarrollo de estrategias de regeneracion
mediante CT. Por lo anterior, uno de los campos con mayor
interés es el de los biomateriales, ya que a través de ellos es
posible incorporar uno o mas factores que mimeticen el nicho.
Los biomateriales son componentes de origen natural
o sintético que pueden adquirir diversas caracteristicas que
los hacen compatibles con las células y los tejidos, de manera
que pueden funcionar como proveedores de sustrato, células o
proteinas. Adicionalmente, los biomateriales pueden proveer
seflales quimicas mediante el acoplamiento de proteinas
bioactivas, o péptidos que facilitan la interaccién celular; pero
también se pueden manipular sus propiedades fisicas como la
rigidez y la topografia para estimular el mantenimiento del
estado indiferenciado, la supervivencia o a la diferenciacion de
las CT. A continuacién mencionaremos algunas de las estrategias
y evidencias obtenidas referentes al uso de biomateriales para
manipular y favorecer los procesos bioldgicos de las CT.

Biomateriales para la exposicidon a factores bioactivos

En la ME existen diversos componentes como los
glucosaminoglicanos que tiene la capacidad de unirse a
factores de crecimiento via interacciones electroestaticas, esta
caracteristica les permite exponer los factores de crecimiento
a las células y modular su concentracion y actividad sobre las
mismas 38,

Inspirados en la distribucidn de factores de crecimiento
presentes en la ME, es posible disefiar materiales a los cuales
se pueden acoplar moléculas bioactivas que se encuentren
expuestas de manera especifica dependiendo de las necesidades.
Las proteinas bioactivas puede funcionar como un soporte
trofico que mantiene la viabilidad celular, y que en el caso de
células trasplantadas por ejemplo, favorece el nimero de células
viables que a su vez se integran al tejido, o pueden también ser
usadas para dirigir de manera especifica la diferenciacion in situ
de CT *.

El uso de biomateriales para favorecer la interaccion
de CT con proteinas o péptidos bioactivos tiene varias
aproximaciones; generalmente los biomateriales son inertes

desde el punto de vista de las interacciones quimicas que
pueden establecer con las células; ya que esto les confiere una
mayor compatibilidad *°, sin embargo los biomateriales pueden
ser usados como vehiculos de liberacién de proteinas, o pueden
ser utilizados como andamio para el crecimiento de las células,
las cuales interaccionan con las proteinas de interés conjugadas
al biomaterial, ya sea en cultivos tridimensionales (3D), o en una
conformacion bidimensional (2D) .

Un aspecto importante es considerar si las proteinas
bioactivas son simplemente liberadas a partir del biomaterial
que las contiene, o estan covalentemente unidas a los materiales.
Se ha encontrado que la interaccion especifica de CT neurales
con el factor de crecimiento epidermal (EGF), unido de manera
covalente a un sustrato, induce una mayor expansién selectiva
de esta poblacidn, a diferencia de la interaccién con el factor
soluble en el medio de cultivo, ademas de contribuir a mantener
el estado indiferenciado de la poblacién #2. La inmovilizacion
del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) en
hidrogeles de agarosa por ejemplo, se ha probado que induce
la diferenciacion especifica de células precursoras neurales a
oligodendrocitos “.

Una estrategia interesante es la reportada por
Egawa y col. (2011) quienes usando una proteina quimérica
realizada mediante la fusion por ingenieria genética del
factor de crecimiento epidermal (EGF) y la proteina colagena,
elaboraron hidrogeles de coldgena conteniendo el factor de
crecimiento activo, lo que favorecié una mayor la proliferacion
y superviviencia de CT neurales *. Por otra parte, el implante de
geles de dcido hialurénico funcionalizados con las proteinas Efrina
B2 y Shh, que se encuentran presentes en sitios neurogénicos,
pero ausentes en zonas quiescentes del cerebro como la corteza
y el estriado, fueron capaces de inducir la generacién de nuevas
neuronas en sitios no neurogénicos, e inducir la generacién de
mayor numero de neuronas en ratas envejecidas las cuales tiene
disminuida su capacidad de neurogénesis hipocampal .

El uso de factores de crecimiento, morfégenos, o
proteinas con efectos troficos y trépicos, tanto in vitro, como
in vivo, ha mostrado efectos muy importantes en la expansion,
proliferacién o diferenciacion de las CT; sin embargo la
incorporacion de estos factores en biomateriales puede aportar
ventajas importantes tales como la liberacién controlada vy
restringida espacialmente, que evite efectos pleiotrdpicos,
favorezca la exposicion a poblaciones especificas, y que ademas
potencie sus efectos. La exposicion sobre demanda, a partir de
biomateriales “inteligentes”, que actuan liberando su contenido
mediante la degradacidon controlada por procesos como
degradacion enzimdtica, cambios idnicos, luz, campos eléctricos
etc. son una alternativa reciente que esta siendo ampliamente
explorada, y que permitira modular de manera mas fina la
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exposicion a moléculas bioactivas .

Propiedades fisicas de los biomateriales y su influencia en la
biologia de las células troncales

La rigidez, que se define como la medida de la resistencia que
ofrece un material a la deformacion, es una de las propiedades
mecdnicas de la ME y que ahora se tiene evidencia que puede
influir la biologia de las CT. Considerando la rigidez de los tejidos
sélidos, se sabe que el cerebro es uno de los tejidos mas blandos
(0.1-1 kPa), en el rango intermedio se encuentra el musculo
estriado con alrededor de 100 kPa, mientras que el hueso es
considerado como el tejido de mayor rigidez con 10° kPa %647,
Estudios in vitro han demostrado que el grado de rigidez del
sustrato regula el comportamiento de las CT. Particularmente
se ha reportado que la diferenciacion de las CTM hacia un
determinado linaje es altamente influenciado por el grado de
rigidez del sustrato, independientemente de la presencia o
ausencia de factores de crecimiento; asi se ha observado que un
sustrato blando estimula la diferenciaciéon de CTM hacia un linaje
neurogénico, en comparacion a sustratos de rigidez intermedia
que conducen a un linaje miogénico, mientras que sustratos
rigidos estimulan la diferenciacién hacia un linaje osteogénico *'.
Estos efectos se han observado también en CT con mayor
potencialidad como las pluripotentes embrionarias de origen
murino; donde se ha reportado que al ser cultivadas en
presencia de sustratos rigidos, se favorece la diferenciacion
a cardiomiocitos “*, mientras que en sustratos blandos se
mantiene la expresion de proteinas caracteristicas del estado
pluripotente, ademas de aumentar su capacidad proliferativa
4. Sin embargo, este efecto no parece observarse en las CT
pluripotentes derivadas del epiblasto de origen humano,
gue aun y en condiciones de rigidez similar al evaluado en CT
embrionarias procedentes de roedor, inician un programa de
diferenciacion hacia el ectodermo neural .

En precursores neurales procedentes de animales
adultos, la capacidad de migracion y diferenciaciéon hacia un
fenotipo glial se ve favorecida al ser cultivados in vitro sobre
sustratos rigidos; mientras que la diferenciacion neuronal se
favorece en presencia de sustratos blandos *!. Otros estudios
que evaluan el mismo efecto empleando precursores neurales
pero procedentes de la etapa embrionaria, han reportado que
los sustratos blandos son capaces de promover la diferenciacion
tanto del fenotipo neuronal como glial, incluso en ausencia de
factores de crecimiento *2. Las diferencias encontradas en estos
reportes sugieren que aun cuando la rigidez del sustrato es un
factor relevante en la diferenciacion de los precursores neurales,
las caracteristicas intrinsecas de las CT con las que se han
realizado cada uno de los estudios también podrian determinar
la respuesta al sustrato.

Mas recientemente se ha demostrado que el cultivo prolongado
de una poblacién de CTM sobre un sustrato rigido induce la
activacion de un programa de diferenciacién hacia el linaje
osteogénico 3. Este programa de diferenciacién es incapaz
de revertirse en presencia de sustratos blandos, los cuales
estimula la diferenciacidn hacia un linaje neurogénico. Contrario
a este efecto, CTM expuestas por periodos cortos de tiempo
a sustratos rigidos, si son capaces de revertir la expresion de
factores pro-osteogénicos en presencia de sustratos blandos. Lo
cual significa que el tiempo de exposicidn a un sustrato puede
definir la reversibilidad de la expresidn génica, de manera que
determinasilas células “recuerdan” el ambiente mecanico inicial
al cual son expuestas ¥. Este resultado podria tener profundas
implicaciones en cuanto a la manera que se realiza el cultivo y
mantenimiento de la expansion de las CT, y en el disefio a futuro
de biomateriales con propiedades mecanicas especificas que
permitan manipular la expresion génica.

La topografia del sustrato a escala micro y nanométrica
es otra de las propiedades fisicas que regula caracteristicas
celulares como la morfologia y conformacion del citoesqueleto,
la capacidad de migracion, y eventualmente la diferenciacion
celular *. En ese sentido se han disefiado biomateriales con
superficies nanoestructuradas que estimulan la proliferacién
y el mantenimiento de la multipotencialidad. Se ha observado
que CTM cultivadas en soportes disefiados a base de nanofibras
de diametro de 230 nm, promueven la diferenciacién hacia un
fenotipo neural en ausencia de factores de crecimiento o factores
de reprogramacion celular %5, mientras que sustratos disefiados
a base de nanofibras alineadas promueve el compromiso de las
CTM hacia un linaje miogénico °®. Por otra parte, se sugiere que
la forma que adquieren las CTM determina su compromiso hacia
un linaje osteogénico o adipogénico, ya que se ha observado
que existe relacion entre la forma que adquiere la célula y la
activacion de proteinas que promueven el linaje miogénico *.
Ademas del efecto que la nanotopografia de los materiales ejerce
sobre la diferenciacion de la CTM, también se ha observado

regulacion de la morfologia, elongacion y proliferacion de las CT
58

Conclusiones

El estudio de los factores que conforman el nicho de las
CT estd contribuyendo a comprender la importancia del
microambiente que las rodea, y de cémo es posible manipular
su biologia mediante la modulacidon de los factores extrinsecos.
Este conocimiento estd siendo aprovechado para disefar
biomateriales que permitan mimetizar el nicho; sin embargo
la complejidad del mismo hace de esta aproximacién un gran
reto que actualmente estd siendo abordado mediante muy
diversas estrategias. Los resultados obtenidos hasta el momento
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muestran un panorama prometedor en el que los biomateriales
sean una alternativa para complementar terapias de sustitucién
celular y medicina regenerativa; aunque no es una panorama
inmediato, serd necesaria la investigacion multidisciplinaria para
conocer mas a profundidad temas como los referentes al balance
entre los factores extrinsecos e intrinsecos en la biologia de las
CT, y los diversos aspectos que conllevan el disefio y aplicacién
de los biomateriales tales como la estructura, estabilidad, y
compatibilidad que permitan su uso a nivel clinico.
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RESUMEN

El aprendizaje y la memoria son dos procesos cognitivos
trascendentales para la adaptacion y la supervivencia de los
organismos. Ambas conductas son procesadas en el sistema
nervioso central y su regulacion requiere de la participacion
de diversas estructuras cerebrales. Una de estas estructuras es
el hipocampo, el cual esta asociado en parte con la memoria
declarativa. De manera interesante, el hipocampo es una de
las dos regiones del cerebro adulto donde se producen nuevas
neuronas. Estds nuevas neuronas tienen la capacidad de
integrarse a las redes neuronales del hipocampo. Resultados
recientes sugieren que las nuevas neuronas participan en la
regulacion de funciones cognitivas asociadas a esta estructura
cerebral. Por lo tanto, el objetivo de la presente revision es

describir brevemente las evidencias que muestran el papel
funcional de las nuevas neuronas en el contexto del aprendizaje
y la memoria.
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ABSTRACT

Learning and memory are two important cognitive processes
for the adaptation and survival of organisms. Both behaviors
are processed in the central nervous system and their regulation
requires the participation of several brain structures. One of
these structures is the hippocampus, which is associated in part
with declarative memory. Interestingly, the hippocampus is one
of two regions of the adult brain where new neurons are being
produced. These new neurons have the ability to integrate into
the hippocampal neural networks. Recent data suggest that
new neurons participate in the regulation of cognitive functions
associated with the hippocampus. Therefore, the aim of this
review is to briefly describe evidences that show the functional
role of new neurons in the context of learning and memory.
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Introduccién
Lageneraciéndenuevasneuronasen el cerebro de los mamiferos,
incluyendo el cerebro humano, es un fendmeno descrito
desde hace ya varios afos. Dicho fendmeno se conoce como
neurogénesis y ocurre Unicamente en dos regiones del cerebro
adulto; la pared de los ventriculos laterales y el giro dentado
del hipocampo. La presencia de neurogénesis se ha asociado
a multiples factores entre los que destaca el aprendizaje y su
respectiva consolidacion denominada memoria. Un ndmero
considerable de trabajos realizados en roedores han mostrado
que cuando se aprende una tarea, el nimero de nuevas
neuronas en el giro dentado del hipocampo se incrementa de
forma abundante. Lo cual sugiere que el aprendizaje es un factor
que estimula la proliferacion de nuevas neuronas, muchas de
las cuales no sobreviven y pocas se integran al circuito cerebral
para ser funcionales. En este sentido, el objetivo de la presente
revision es describir los principales hallazgos experimentales
que asocian la generacion de nuevas neuronas con adquisicién
de nueva informacién, asi como los mecanismos celulares
implicados en la regulacion de dicho fenémeno.

Aprendizaje y memoria
Adaptativamente, el aprendizaje y la memoria son procesos
cognitivos vitales para los organismos que forman parte del
reino animal. El ambiente es un entorno cambiante, por lo que
animales que viven en ambientes que cambian continuamente
necesitan de una plasticidad conductual. La plasticidad es una
propiedad de los sistemas bioldgicos que les permite adaptarse
a los cambios del medio para sobrevivir, la cual depende de los
cambios fisiolégicos que ocurran al interior. En este sentido, el
sistema nervioso posee una plasticidad altamente desarrollada
y evidente en las primeras etapas del desarrollo, sobre todo en
los mamiferos. A nivel neuronal los cambios plasticos pueden
ser visualizados a través de un incremento del arbol dendritico
y del niumero de espinas dendriticas, que mejoran los contactos
sindpticos y en consecuencia la comunicacion entre las neuronas.
Desde hace tiempo se sabe que el aprendizaje y la memoria
son eventos que favorecen la plasticidad, y entre mas plastico
es el sistema nervioso mayor es la capacidad de aprendizaje de
los organismos. El aprendizaje puede considerarse como una
modificacidn estructural y funcional del sistema nervioso que
da como resultado un cambio en la conducta relativamente
permanente. Lainformacién aprendida es retenida o almacenada
en los circuitos neuronales que forman el cerebro y constituye
lo que denominamos memoria. La memoria es la consecuencia
usual del aprendizaje y dificilmente nos referimos a alguno de
estos términos de manera independiente.

En los mamiferos se han descrito diferentes tipos de
memoria y cada uno de estos tipos involucra la participacion

de dreas cerebrales y neurotransmisores especificos. De
acuerdo a las caracteristicas conductuales y las estructuras
cerebrales implicadas, se han caracterizado tres tipos de
memoria: la de trabajo, la implicita y la explicita *. La memoria
de trabajo también llamada cognicién ejecutiva, consiste en
la representacién consciente y manipulacién temporal de la
informacién necesaria para realizar operaciones cognitivas
complejas, como el aprendizaje, la comprension del lenguaje
o el razonamiento %3. La corteza prefrontal podria ser el lugar
sede de esta memoria, ademds se sugiere que esta estructura
cerebral podria funcionar como un lugar “on line” durante
cortos periodos de tiempo de representaciones de estimulos
ausentes *. Por otra parte, la memoria implicita, procedimental
0 no declarativa es la memoria de las cosas que hacemos
rutinariamente. Se le considera automatica, inconsciente y dificil
de verbalizar. Su adquisicion es gradual y se perfecciona con la
practica. Este tipo de memoria deriva de tipos de aprendizaje
basico, como la habituacion y la sensibilizacidn, el aprendizaje
perceptivo y motor o el condicionamiento clasico e instrumental
5. Anatdmicamente, la memoria implicita requiere de diferentes
estructuras cerebrales que han sido involucradas con el
aprendizaje procidemental, por ejemplo, los ganglios basales
con el aprendizaje de habitos y habilidades ¢, el cerebelo con los
condicionamientos de respuestas motoras 7 y la amigdala con
los condicionamientos emocionales 8. Aunque el sitio principal
de almacenamiento de esta memoria radica en estructuras
subcorticales y en algunos casos depende directamente del
neocortex °. Finalmente, el sistema de memoria explicita,
también conocida como memoria declarativa, relacional o
cognitiva es el almacenamiento cerebral de hechos (memoria
semantica) y eventos (memoria episddica) 1112, Este tipo
de memoria se adquiere en pocos ensayos a diferencia de la
memoria implicita y se distingue por expresarse en situaciones
y modos diferentes a los del aprendizaje original, por lo que es
considerada como una memoria de expresion flexible. Un tipo
de memoria declarativa es la memoria espacial que consiste en
multiples mecanismos especializados en codificar, almacenar
y recuperar informacién acerca de rutas, configuraciones vy
localizaciones espaciales ** ¥ 15, El hipocampo parece ser la
estructura cerebral que esta criticamente relacionado en este
tipo de memoria declarativa * %,

Sustrato anatémico de la memoria declarativa: el hipocampo

El hipocampo deriva de la region medial del telencéfalo, forma
parte del sistema limbico y tiene un papel importante en la
adquisicion del aprendizaje espacial y la consolidacion de la
memoriaalargoycorto plazo. Anatémicamente, esta organizado
en el cuerno de Amén (hipocampo propio) y el giro dentado
(separados por la fisura hipocampal); el complejo subicular,
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formado por el presubiculum, el subiculum vy el
parasubiculum; y la corteza entorrinal &% 20 E|
cuerno de Amoén estd dividido en tres areas: CAl,
CA2 y CA3 (figura 1).

La mayor entrada de fibras en
el hipocampo proviene de la corteza
parahipocampal que es la principal via de entrada
de aferencias neocorticales de procesamiento
provenientes de distintas dreas dorsales,
como la corteza parietal posterior, la corteza
retrosplenial, la corteza prefrontal dorsolateral
o de la parte dorsal del surco temporal superior
estructuras estrechamente asociadas en la
codificacion de la localizacién espacial de los
estimulos 22, Estas aferencias son distribuidas
hacia la corteza entorrinal. Las células de las
capas Il y Il de esta corteza envian sus axones
hasta el giro dentado y el hipocampo a través de
la via perforante, atravesando la capa de células
piramidales del subiculum %24, Por otra parte, las
neuronas piramidales de la regién CA3 proyectan
sus axones hacia las dendritas de las neuronas
piramidales de las CA1 mediante los colaterales

Células
musgosas

Interneurona

Giro dentado

Colaterales de Schaffer

<——— Sefalexcitatoria

S Siameal Seiial inhibitoria

Figura 1. Esquema de los circuitos en el hipocampo adulto. La tradicional via excitatoria trisindptica
(Corteza entorrinal (CE)-giro dentado (GD)-CA3-CA1-CE) es descrita por las flechas de colores (flecha
azul: via perforante; flecha naranja: via de fibras musgosas; flecha verde: colaterales de Schaffer; flecha
roja; proyecciones de CA1 ha la CE) . Los axones de las neuronas de la capa Il de la corteza entorrinal (CE)
proyectan hacia el giro dentado a través de la via perforante (VP), incluyendo la via perforante lateral
(VPL). El giro dentado envia proyecciones a las células piramidales de CA3 a través de las fibras musgosas.
Las neuronas piramidales de CA3 descargan la informacion a las neuronas piramidales de CA1 a través
de los colaterales de Schaffer. A su vez, las neuronas piramidales de CA1 envian las proyecciones dentro
de la capa de neuronas de la corteza entorrinal. CA3 también recibe proyecciones directas de la capa Il
de la corteza entorrinal a través de la via perforante, mientras que CA1 recibe entradas directas de la
capa Ill de la corteza entorrinal a través de la via temporoammonica (VP). Las células del giro dentado
también proyectan a las células musgosas del hilus e interneuronas hilares que envian proyecciones
excitarias e inhibitorias respectivamente, hacias las neuronas granulares. Abreviaturas: CE: corteza
entorrinal; GD: giro dentado; Sub:subiculum.

de Schaffer. Asi mismo, los axones provenientes

de la region CA3 proyectan hacia todo el hipocampo mediante
proyecciones comisurales, entre hemisferios y/o asociativas, en
el mismo hemisferio 2>:2627, Mientras que las neuronas granulares
del giro dentado proyectan sus axones o fibras musgosas hacia
las dendritas proximales de las neuronas piramidales de la
region CA3, atravesando el hilus 22,

El circuito del procesamiento de la informacion de la
memoria declarativa es el llamado circuito trisinaptico *. Este
circuito inicia en la via perforante de la corteza entorrinal.
Primeramente, las neuronas de la corteza entorrinal envia sus
proyecciones hacia las células granulares del giro dentado. En
seguida, estds células proyectan sus axones hacia las neuronas
piramidales de la regién CA3, las cuales finalmente envian
sus axones hasta las neuronas piramidales de la region CA1l
mediante los colaterales de Schaffer (figura 1). La informacion
procesada mediante este circuito trisindptico permite relacionar
diferentes aferencias sensoriales pertenecientes a diversos
estimulos gracias a que las células piramidales del hipocampo
tienen un alto grado de interconexion, facilitando las relaciones
entre las diferentes entradas de informacién 3.,

Hipocampo y memoria declarativa

Actualmente existe amplia evidencia del papel critico que
juega el hipocampo en la memoria declarativa. Las lesiones en
el hipocampo y sus conexiones subcorticales en pacientes con

amnesia producen déficits selectivos en la memoria declarativa,
sin embargo la capacidad de distinguir nuevos objetos con base
en su familiaridad permanece intacta 3* . Ademas se

observé que en estos pacientes el hipocampo tiene la funcién
de mantener la habilidad de asociar objetos en la memoria y
recordar asociaciones contextuales en comparacién con el
recuerdo de objetos tnicos con base en su familiaridad 33, Otros
estudios clinicos han mostrado que la corteza parahipocampal
se activa durante la presentacién de escenas espaciales o
durante la memorizacion de objetos relacionados fuertemente
con lugares especificos ** %, El hipocampo es, por tanto, una
estructura critica para procesar y recordar informacién espacial
y contextual.

La participacién del hipocampo en la memoria explicita
ha sido estudiada por medio de la memoria espacial. La memoria
espacial consiste en multiples mecanismos especializados en
codificar, almacenar y recuperar informacién acerca de rutas,
configuraciones y localizaciones espaciales * %> Esta memoria
puede ser evaluada en humanos y en modelos animales, en
los cuales la solucion de la tarea depende de la informacion
disponible. Experimentos con ratas han mostrado que las
lesiones hipocampales afectan negativamente la adquisicion
y retencién del aprendizaje espacial cuando las ratas son
entrenadas en la busqueda de una plataforma oculta pocos
centimetros por debajo del agua (laberinto acuatico de Morris)
38,39,40.41 De manera interesante, pacientes con lesiones en el
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hipocampo tienen graves dificultades en un test
virtual semejante al laberinto acuatico de Morris 4>
4, Las afectaciones en el aprendizaje espacial son
proporcionales con el volumen de tejido dafiado y
dependen de la region anatémica del hipocampo
lesionado, ya que las lesiones en el hipocampo dorsal
producen un mayor deterioro en el aprendizaje que
las lesiones en el hipocampo ventral . Las lesiones
hipocampales parecen deteriorar especificamente
el aprendizaje y la memoria espacial, ya que las ratas
con el hipocampo dafiado muestran dificultades Fases de
para aprender tareas espaciales como la localizacién d::::ﬁ.l;
de una plataforma escondida pero no para adquirir
una tarea de discriminacion no espacial * 4.
Entonces, parece claro que el hipocampo juega un
papel critico para procesar y recordar informacién
espacial.

Por otro lado, registros de actividad
unitaria (registro de potenciales de accién) han

Marcadores
de desarrollo
neuronal

28 dias

Proliferacion

Migracion Supervivencia Maduracion

Célula troncal Progenitores neurales Neurona
. . Neurona madura
neural tipo2ay2b inmadura
GFAP, Msai1
| Ki67,HH3, PCNA
I Nestina I
I DcX Calbindina
Parvalbumina
Calretinina NSE
TOADG4 MAP2
Tujt Tuj1
NeuN NeuN

Figura 2. Representacion de las etapas del proceso de la neurogénesis y de los marcadores celulares

reportado la presencia de neuronas denominadas que identifican a cada proceso. La neurogénesis inicia con la proliferacién de una célula troncal

de “lugar” en el hipocampo de la rata, estds células

neural (célula de color azul) localizada en la zona subgranular del giro dentado, que dara origen a
progenitores neurales (células de color verde) de los cuales se originaran las nuevas neuronas. Los

se denominan asi porque disparan sus potenciales progenitores neuronales inician la migracién hacia la capa de células granulares del giro dentado,

de accién cuando la rata reconoce un lugar en el que

sitio donde alcanzaran su madurez. Una etapa critica de la neurogénesis es el mantenimiento
de la supervivencia de las nuevas neuronas, ya que esto permitirad su integracion a los circuitos

previamente se le habia colocado “**". En conjunto neuronales del hipocampo. Durante la neurogénesis los progenitores neuronales expresan proteinas
estas evidencias sugieren que el hipocampo es especificas a lo largo de su maduracion. Estas proteinas pueden ser detectadas por técnicas de

. . inmunohistoquimica utilizando anticuerpos especificos. Por ejemplo, una célula inmadura puede
una estructura cerebral implicada en aspectos identificarse por la deteccion de la proteina nestina, mientras que una neurona madura por la
cognitivos que involucran el reconocimiento de presencia de la proteina NeuN (para detalles vea el texto). Abreviaturas: zona subgranular (ZSG),

la ubicacién espacial, para lo cual los sujetos se
ayudan de la estimacién de la distancia entre un
objeto y los estimulos relacionados que lo llevaron a encontrarlo
48 _Aunque, es claro que el hipocampo juega un papel critico en
el aprendizaje espacial, el mecanismo es complejo y requiere
de la accion coordinada del hipocampo con otras estructuras
cerebrales.

Hipocampo y neurogénesis

El giro dentado del hipocampo junto con la zona subventricular
de los ventriculos laterales del cerebro de mamifero son los dos
sitios de generacion de nuevas neuronas durante la etapa adulta,
y se sabe que dichas neuronas tienen un papel importante
en varias funciones del sistema nervioso central % 5% 3% E|
fendmeno de produccion de nuevas células es conocido con el
término de neurogénesis y generalmente se refiere al proceso
de proliferacion, migracion, supervivencia y diferenciacién
de nuevas células 3% %% 3% (figura 2). La neurogénesis ocurre
continuamente en el giro dentado del hipocampo adulto y
comparte algunas caracteristicas con la neurogénesis que tiene
lugar durante el desarrollo embrionario. Durante el proceso
de neurogénesis concurren células troncales y progenitores

capa de células granulares (CCG), capa molecular (CM).

neurales, en conjunto conocidos como precursores neurales,
originados a partir de la division asimétrica de las primeras, las
cuales daran lugar a los tres tipos principales de células en el
sistema nervioso central: neuronas, glia y oligodendrocitos >
56,57'

La neurogénesis en el giro dentado del hipocampo
se demostrd hace cuarenta afios en autoradiografias tomadas
de una zona, la cual en contraste con la zona subventricular,
no se localiza cerca de las paredes de los ventriculos laterales;
sino que se encuentra localizada por debajo del borde medial
del hipocampo y en su profundidad. Actualmente, esta zona
es conocida como zona subgranular 8, En este sitio se localiza
una poblacién de células troncales con caracteristicas de la glia
radial >>®°, que tienen filamentos intermedios como la nestina
y la proteina acidica fibrilar (GFAP, por sus siglas en inglés).
Los progenitores que se originan a partir de esta poblacion, se
comprometen a un linaje neural particular entre tres y siete dias
después de su nacimiento °.. Posteriormente, las nuevas células
que logran diferenciarse se clasifican como tipo celular 2a, 2b
y 3 dependiendo de los marcadores celulares que expresen.
Especificamente, los tipos celulares 2b y 3, expresan la proteina
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doblecortina, una proteina que se une a los microtubulos y
que es un marcador de neuronas inmaduras % %, entre uno y
catorce dias después de su generacion. Estas células muestran
caracteristicas de células progenitoras ya que algunas de ellas
co-expresan Ki-67 (un marcador de proliferacion celular) y
por lo tanto son capaces de dividirse 4%, El tipo 2b expresa el
marcador neuronal NeuN 72 horas después de su generacion.
Por otra parte, este mismo tipo puede dividirse una vez mas y
dar origen al tipo celular 3, el cual expresa doblecortina y NeuN.
Los tres tipos celulares expresan la proteina polisializada de
NCAM (PSA-NCAM) ¢,

La mayoria de la progenie de las células precursoras
neurales dara origen a neuronas granulosas dentadas. Durante
su proceso de madurez estas células reciben estimulos
gabaérgicos ocho dias después de su nacimiento y estimulos
glutamatérgicos por un periodo de 18 dias, ademas tienen un
bajo umbral para la induccidn de la potenciacion a largo plazo
(LTP por sus siglas en inglés) y una mejor plasticidad sinaptica ®”
68,6970 Estas nuevas células migran, se diferencian y se integran
a la capa subgranular del giro dentado del hipocampo entre una
y cuatro semanas después de su generacidn. Posteriormente,
desarrollan un axdon y generan procesos neuriticos que les
permite integrarse sindpticamente entre dos y cuatro semanas
después de su nacimiento 7. Las nuevas neuronas envian sus
proyecciones axonales hacia CA3 y arborizaciones dendriticas
hacia la capa granular, lo que sugiere que hacen sinapsis
antes de ser completamente maduras 7. De las nuevas células
generadas, un bajo porcentaje se diferencia en astrocitos
(positivos a los marcadores GFAP/S100B). Experimentos en
monos, han demostrado que un alto porcentaje de las nuevas
células generadas se comprometen a ser neuronas, expresando
marcadores neuronales como: TulJ1, TOAD-64, NeuN, y calbindina
y raramente marcadores de astrocitos (GFAP) u oligodendrocitos
(CNP) 73,74,

Neurogénesis hipocampal y aprendizaje espacial

Una de las preguntas frecuentes en la investigacion de la
neurogénesis hipocampal es sila produccién de nuevas neuronas
en el giro dentado podria ser relevante en el aprendizaje
espacial asociado al hipocampo. La posible implicacién de la
neurogénesis hipocampal en el aprendizaje espacial, podria
explicarse considerando que la neurogénesis es estimulada por
el aprendizaje y este a su vez por la neurogénesis 7> 7. Estudios
previos han demostrado que algunas experiencias como el
aprendizaje espacial, el ambiente enriquecido y el ejercicio
fisico voluntario incrementan las tasas de neurogénesis en el
giro dentado 778798 De manera interesante, estas experiencias
estan asociadas con un aumento en el rendimiento cognitivo,
probablemente a través de la incorporacién de las nuevas

neuronas a las redes neurales del hipocampo.

El aprendizaje espacial dependiente de hipocampo
es uno de los principales reguladores de la neurogénesis
hipocampal. Especificamente, la neurogénesis en el giro dentado
se incrementa por el aprendizaje de tareas dependientes de
hipocampo como son: el condicionamiento de traza de la
respuesta de parpadeo, aprendizaje espacial en el laberinto
acuatico de Morris y la preferencia de comida condicionada 882,
Por el contrario, el aprendizaje no dependiente del hipocampo,
como el condicionamiento demorado de la respuesta de
parpadeo y la evitacién activa no favorecen la neurogénesis
en el giro dentado. Se ha reportado que el aprendizaje per se,
y no el entrenamiento, es el factor que induce la activacién y
la regulacién de la neurogénesis hipocampal . Por ejemplo, el
aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris produce
efectos diferenciales sobre el desarrollo de los precursores
neurales del giro dentado 8 #, En este sentido, se ha reportado
que el aprendizaje induce apoptdsis de las nuevas células durante
la fase inicial del aprendizaje, aquellas células nacidas tres dias
antes de iniciar el entrenamiento, y la supervivencia de aquellas
neuronas maduras, nacidas siete dias antes de comenzar el
entrenamiento % 8788 89,9 |3 muerte celular inducida por el
aprendizaje es especifica para la zona subgranular del giro
dentado, ya que no se observé en CA1 y CA3 En contraste, la
inhibicion de la apoptosis en ratas que comienzan a aprender
una tarea muestra un deterioro del recuerdo de la posicion de la
plataforma oculta, asi como una disminucion de la proliferacion
celular, caracteristica de la fase inicial del aprendizaje. En
conjunto, estas evidencias sugieren que el aprendizaje espacial
activa un mecanismo similar al proceso de estabilizacion
selectiva que se observa durante el desarrollo embrionario del
cerebro, donde la neurogénesis se regula por la seleccion activa
de algunas nuevas neuronas y la eliminacién de otras 929, Por
tanto, es razonable proponer que tanto la supervivencia y la
apoptosis de las nuevas células son eventos de seleccion que
dependen directamente del periodo de aprendizaje.

Otro factor que regula la neurogénesis y que a su vez
promueve el aprendizaje espacial es el ambiente enriquecido.
Un ambiente enriquecido consiste en colocar un grupo de
roedores (n = 8) en una caja mas grande que la caja estandar,
esta caja contiene objetos de diferentes formas, texturas y
tamanios, lo cual permite una estimulacién sensorial y motora
que impacta fuertemente el desarrollo del cerebro °*%, En este
contexto, colocar a roedores por una semana en un ambiente
enriquecido favorece la supervivencia de las nuevas células
en el giro dentado, tres semanas posteriores a su nacimiento
%, Adicionalmente, el ambiente enriquecido incrementa la
neurogénesis en el hipocampo y favorece el desempefio de
los roedores en pruebas de aprendizaje y memoria espacial
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dependientes de hipocampo .

Por otra parte, existe reportes de
que el ejercicio aerdbico ademas de contribuir
positivamente a la salud integral de los individuos,
también tiene efectos positivos sobre la neurogénesis
y el aprendizaje % %1% En roedores, el ejercicio
voluntario (correr en un rueda) incrementa la
proliferacion de nuevas neuronas en el giro dentado
9. El ejercicio ademds favorece la eficacia sinaptica
en neuronas del giro dentado y mejora el aprendizaje
espacial de los roedores en el laberinto acudtico de
Morris 102192 Estos resultados sugieren que la mejora
en el aprendizaje debido al ejercicio se debe en parte
a la induccion de neurogénesis en el hipocampo.
El ejercicico favorece la sintesis y liberacion de
neurotransmisores, hormonas vy péptidos que
seguramente inducen la proliferacion de nuevas
neuronas (figura 3). Particularmente, se ha mostrado
que los niveles de RNAm del factor de crecimiento
derivado del cerebro (BDNF por su siglas en inglés)
se incrementa en el hipocampo del ratdn después de
ejercicio 1%,

En resumen, el ambiente enriquecido y el
ejercicio como factores inductores de neurogénesis
pueden tener mediadores quimicos comunues que
facilitan la proliferacion de nuevas neuronas y entre
los que se destacan los factores de crecimiento, las
hormonas y neurotransmisores (figura 3).

Conclusiones

La relacion entre la neurogénesis hipocampal y el
aprendizaje y la memoria es evidente, las nuevas
neuronas generadas en el hipocampo proporcionan
el substrato anatdémico que procesa y codifica la
nueva informacién adquirida, sin embargo no se sabe

Factores ambientales

Ambiente
enriquecido

Nuevas

Actividad fisica T
experiencias

Factores de crecimiento

q NT-3 BNDF VEGF IGF/GH

Envejecimiento
Estrés

l Neurotransmisores
/Receptores

Proliferacion

Migracion Supervivencia Maduracién

NMDA

AMPA

Célulatroncal
neural

Progenitores neurales
tipo2ay2b

Neurona
Neurona madura
inmadura

Aprendizajey
memoria espacial

LTP

Estimulacién

| Inhibicién
Figura 3. Mecanismos sugeridos que regulan la neurogénesis y su efecto sobre el aprendizaje y la
memoria espacial. El ambiente enriquecido, el ejercicio fisico y nuevas experiencias son factores
externos que inducen laliberacion de factores de crecimiento como la Neurotrofina-3 (NT3), el factor
cerebral derivado del cerebro (BDNF), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento parecido a la insulina 1 (IGF-1) o la hormona de crecimiento (GH), dichas moléculas
producen efectos diferenciales sobre las distintas etapas de la neurogénesis. La estimulacion en
la neurogénesis favorece el aprendizaje y la memoria espacial. De forma paralela los factores
de crecimiento regulan la liberacion de neurotransmisores y la expresidn de sus receptores, los
cuales a su vez participan en la regulacién de la neurogénesis. Algunos de estos neurotransmisores
facilitan la potenciacién a largo plazo (LTP), fenédmeno involucrado directamente con la adquisicion
de nueva informacién. En contraste, el estrés y el envejecimiento tienen un efecto negativo sobre la
produccion de factores de crecimiento, inhibiendo por lo tanto la respuesta en la neurogénesis y en
consecuencia en el aprendizaje y la memoria. Zona subgranular (ZSG), capa de células granulares
(CCG), capa molecular (CM), 5-hidroxitriptamina (5-HT), dopamina (DA), glutamato (Glu), 4cido
gamma-aminobutirico (GABA), N-metil-D-aspartato (NMDA), 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico (AMPA).

si dichas neuronas remplazan a las viejas por ser estas ya no

funcionales o bien si las neuronas viejas se mantienen porque
conservan informacién relevante aprendida enteriormente,
ambos esquemas tienen que ser investigados para entender si el 2.
recambio de neuronas en el hipocampo es un proceso continuo
y si todo aquello que aprendemos es condicién para inducir
neurogenesis. En este sentido la induccidon de neurogénesis
asociada al aprendizaje depende de varios factores: i) del tipo
de tarea de aprendizaje, ii) de las demandas especificas que
requiera la ejecucion de la tarea y iii) del momento en que se 5.
ejecuta la tarea. En este contexto, la neurogénesis asociada a la
adquisiciéon de tareas nuevas, que tiempo después se traducen
en memoria, es un proceso complejo, multifactorial y con

interrogantes que aun deben ser resultas.
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RESUMEN

Eltejido hematopoyético proviene del mesodermoy esta conformado por células que se encargan del buen funcionamiento del organismo
a través de la oxigenacion, eliminacidon de desechos bioldgicos, transporte de células y componentes del sistema inmunolégico. La
sobrevivencia en este tejido depende de cada poblacién y varia desde 100-120 dias en el eritrocito, hasta probablemente toda la vida
en una célula de memoria del sistema inmune. Ante la muerte celular, se requiere una produccion periddica de células de los diversos
linajes hematopoyéticos, tal pérdida es compensada por células inmaduras conocidas como Células Madre Hematopoyéticas (CMH)
encargadas del proceso de hematopoyesis. Esta poblacidn se activa en el inicio de la vida fetal y genera cerca de 2 x 10! eritrocitos
y 10%° células blancas cada dia, Poseen capacidades de auto-renovacion y diferenciacién a multiples linajes, aunque esta capacidad
disminuye hacia las etapas maduras del organismo. Las CMH se producen en distintos nichos, poseen proteinas membranales y expresan
factores de trascripcion que permiten identificarlas. En conjunto, la expresion o activacion de estos factores y proteinas especificas
para la diferenciacion de cada linaje nos permiten entender los procesos celulares que rigen los mecanismos de auto-renovacion,
diferenciacion y proliferacion de las CMH. Esta revision agrupa el conocimiento actual del origen, funcionamiento y factores que
regulan el desarrollo y diferenciacidn de las células madre hematopoyéticas, pretende proporcionar una perspectiva que incluya las

interacciones celulares durante su desarrollo, programacion de linajes y reprogramacidn por factores de transcripcion y las diferencias
de cada etapa de la hematopoyesis.
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Células Madre Hematopoyéticas: origen, diferenciacién y funcién

INTRODUCCION

Alolargodesuvida, los seres humanos requieren una renovacion
constante de los tipos celulares que conforman al organismo,
de tal forma, las células encargadas de esta renovacion son
denominadas “Células madre” y son caracterizadas por
su alta capacidad de autorenovacion ¥, ademads, tienen la
caracteristica de responder a sefiales y/o estimulos generados
en el ambiente donde se encuentren, de esta forma, dichas
sefiales comprometen o guian a la célula a su diferenciacién
hacia diferentes tipos celulares con caracteristicas y funciones
especializadas de cada o6rgano @. Las células madre pueden
ser clasificadas de la siguiente forma: I) De acuerdo al tejido
de origen: Células madres embrionarias o adultas. Il) Segun
su potencial de diferenciacion: Células totipotenciales,
pluripotenciales, multipotenciales o unipotenciales. De acuerdo
a esta clasificacidn, las células totipotenciales son capaces de
dar origen desde un tejido extraembrionario hasta un organismo
completo; las células madre pluripotentes originan células
que se derivan de cualquier capa embrionaria: ectodermo,
endodermo o mesodermo; estas mismas células son capaces de
generar todos los tipos celulares que deriven de una sola capa
embrionaria ®. Asi, en este tipo celular podemos identificar a las
células madre neuronales, mesenquimales y hematopoyéticas.
Finalmente, las células madre que poseen una menor capacidad
para diferenciarse se denominan unipotenciales como es el
caso de las células madre epidérmicas ¥. En esta revisién se
abordan los aspectos mas relevantes que se han estudiado a la
fecha con respecto a las células madre hematopoyéticas (CMH),
su clasificacién, su origen, su funcién, las estrategias para
identificarlas molecularmente, los mecanismos implicados en
sus procesos de auto-renovacion y finalmente su diferenciacién
a los distintos linajes celulares hematopoyéticos.

CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS Y SU CLASIFICACION

El sistema hematopoyético tiene como funcidn eliminar de la
circulacién las células defectuosas o aquellas que han cumplido
con su ciclo de vida y reemplazarlas por células nuevas del
mismo tipo. Este sistema esta integrado por células de diferentes
regiones en el organismo como son: la médula dsea, la sangre y
el sistema linfoide, de tal forma, a partir de una CMH se pueden
originan todos los linajes sanguineos. Las CMH presentan
funciones determinadas que las hacen diferentes a cualquier
otra células como son: ) son multipotentes, es decir, poseen la
capacidad de generar a los linajes sanguineos divididos en tres
grandes grupos: La linea blanca que produce células linfoides:
linfocitos B y T, y células mieloides: basdfilos, eosindfilos,
neutrofilos, mastocitos, monocitos y macréfagos, la linea roja
que produce a los eritrocitos y finalmente, la linea trombocitica
que da origen a megacariocitos y plaquetas. ii) Poseen un

potencial proliferativo elevado, debido a que son capaces de
dividirse y dar origen a un gran nimero de células maduras a
lo largo de la vida. iii) Presenta la capacidad de generar células
madre nuevas idénticas a sus predecesoras, manteniendo asi
simetria en sus procesos de divisidn, es precisamente por esta
ultima capacidad que se dice que la CMH es auto-renovable.
En conjunto, estas cualidades hacen que las CMH sean muy
importantes en el adecuado funcionamiento del sistema
hematopoyético °.

Las CMH son heterogéneas en sus capacidades para
ser células auto-renovables, de tal forma, existen diversas
clasificaciones que nos permiten elucidar entre un tipo y otro,
asi, existen células madre hematopoyéticas de largo plazo
(CMH-LP) y células madre hematopoyéticas de corto plazo
(CMH-CP) ®. Por un lado, las CMH-LP originan a todos los
tipos celulares maduros en circulacién, por otro lado producen
células progenitoras que son capaces de reconstituir el sistema
hematopoyético por completo tras un trasplante con estas
poblaciones. La proporcion de CMH-LP es mucho menor a la
de otros tipos celulares en medula dsea y apenas alcanza el
0.1-0.2 % de la poblacion total de CMH ). Por otro lado, Las
CMH-CP producen células progenitoras comprometidas con
linaje linfoide y mieloide ™. Al mismo tiempo, se ha sugerido
que existe un compromiso de estas células para dar lugar a
progenitores multipotentes (PMP) tras diversas etapas de
diferenciacion con cambios funcionales irreversibles en su
maduracion celular 9., En este sentido, se ha propuesto que
en funcién de la maduracién de las CMH, estas se comportan
mitéticamente mas activas, sin embargo, pierden su capacidad
de auto-renovacion, es decir, poseen una actividad mitdtica mas
elevada que en los compartimentos de células progenitoras pero
con una menor capacidad de auto-renovacién * ', Hoy en dia,
se han incrementado substancialmente los estudios realizados
sobre CMH, debido a que poseen la capacidad de mantener su
caracteristicas originales en modelos “in vitro”, manteniendo sus
habilidades para proliferar y diferenciarse hacia todos los linajes
hematopoyéticos. Es precisamente por esta razén que su uso
se ha expandido con éxito en el tratamiento de pacientes con
riesgo de enfermedades hematoldgicas, problemas metabdlicos,
trastornos a nivel de médula dsea y casos de inmunodeficiencia.
Las CMH pueden ser recuperadas de la médula ésea y la sangre
de corddon umbilical, desafortunadamente, la cantidad de
CMH es muy limitada, por tal motivo, se realizan cada vez mas
ensayos para poder expandirlas en cultivos “in vitro” y tener
numeros adecuados para su uso terapéutico y en trasplantes.
Es importante mencionar que el éxito de los cultivos celulares
depende en gran medida de la investigacion biomédica a
través del conocimiento en modelos animales o de lineas
celulares y cultivos primarios que permitan entender a detalle
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los procesos de proliferacion, diferenciacion y apoptosis
que rigen el desarrollo de las CMH y por lo tanto, obtener un
mejor rendimiento de CMH, al mismo tiempo de entender la
capacidad de estas células para desarrollar a los diferentes tipos
celulares hematopoyéticos para su uso con fines preventivos y/o
terapéuticos y con esto mejorar la calidad y expectativa de vida
de los seres humanos 1

CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS Y SU ORIGEN

Los nichos de las CMH se encuentran presentes en diversos
tejidos a lo largo del desarrollo del individuo, de tal forma,
la diferenciacion de las células hematopoyéticas inicia en la
fase embrionaria y deriva del mesénquima primitivo en el
saco vitelino y de la regién aorta-gonadal-mesonefros (AGM)
seguido por la placenta, higado fetal, medula 6sea y bazo %,
En la fase posnatal, es la medula dsea el sitio primario del
mantenimiento de la hematopoyesis, sin embargo, ante una
respuesta de estrés hematopoyético, se pueden formar nichos
en sitios extra-medulares Y, La médula ésea es un tejido graso
y suave que se encuentra en el interior del hueso trabecular,
éste en conjunto con la trabécula y el medio estroma de la
médula dsea dan sostén fisica y fisiolégicamente al tejido
hematopoyético *?. En los primeros afios de vida, la médula
6sea denominada médula roja se localiza en todo el organismo a
nivel de los huesos y conforme se prolonga la vida del organismo
es gradualmente reemplazada por tejido medular que va
perdiendo actividad denominado médula amarilla o grasa 2,
El tejido hematopoyético en la médula dsea contiene células
estromales que provienen de células mesenquimales como:
los fibroblastos, los adipocitos, las células endoteliales y los
osteoblastos, al mismo tiempo existe tejido hematopoyético de
origen no-mesenquimal como es el caso las células dendriticas o
de los macrdéfagos. En conjunto estos tipos celulares estromales
son los responsables de dar mantenimiento a las células
hematopoyéticas produciendo citocinas, factores de crecimiento
y diferenciacién en la matriz extracelular 3, en conjunto, la
produccion diferencial de estos factores, activa diversos genes
qgue determinan el linaje hematopoyético de cada tipo celular,
de tal forma, la comunicacién e interaccién constante entre las
células del estroma y células progenitoras es vital para que se
pueda realizar un desarrollo hematopoyético 6ptimo 4, En este
sentido, el control de la auto-renovacién y diferenciacion de
las CMHs es regulado por mecanismos reguladores extrinsecos
e intrinsecos en los nichos hematopoyéticos y se establecen a
través de interacciones entre células *°,

Existen zonas claramente marcadas en los nichos
hematopoyéticos que facilitan su estudio y se conocen como
zona osteoblastica rica en osteoblastos cuya funcion principal
es ser formadores de hueso induciendo la diferenciacién de las

CMHs en osteocitos, zona vascular de donde emergen las células
maduras a la circulacidon y zona medular donde se encuentran
las CMHs proliferantes y quiescentes “®. Al mismo tiempo, en
estas zonas la células de los distintos linajes poseen diversas
moléculas de adhesién celular que favorecen la interaccion
celular con las CMHs, un ejemplo es la N-caderina expresada
por osteoblastos y CMHs quiescentes, la 3-1 integrina que une
fibronectina y ayuda a la adhesidn celular en el estroma *®, Un
segundo tipo de nicho celular constituido de células progenitoras
hematopoyéticas es conocido como nicho o zona medular,
estas células producen factores que inhiben la proliferacién de
las células madre adyacentes, sin embargo, ante la necesidad de
la periferia por células hematopoyéticas, estas células pueden
iniciar procesos proliferativos, de maduracion y diferenciacion
para la produccion de CMHs quiescentes segun lo requiera el
organismo 6,

CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS Y SU FUNCION

Los primeros estudios formales y publicados acerca de la
funcion de las CMH fueron realizados a inicios de la segunda
mitad del siglo pasado, siendo James Till y Ernest McCulloch en
1961 los primeros investigadores en reportar en un elegante
disefio experimental que tras la irradiacién no letal (30 rads) de
ratones que posteriormente recibieron un trasplante autologo
por via intravenosa de CMHs de un ratén sano, los ratones
irradiados eran capaces de formar células hematopoyéticas en
el bazo y torrente sanguineo. Ademas, las CMH de estos ratones
era capaces de repoblar células hematopoyéticas en nuevos
ratones irradiados 7). En conjunto, estos ensayos demostraron
de manera contundente la capacidad de reproduccion de
estas nuevas poblaciones celulares que fueron denominadas
unidades formadoras de colonia de bazo (UFC-B) y permitieron
el inicio de toda una nueva linea de investigacion en busqueda
de los factores que determinan linaje. Posteriormente, otros
estudios determinaron que para poder considerar a una célula
como una CMH, ésta debe poseer la capacidad de generar y
mantener durante periodos superiores a 6 meses, el correcto
funcionamiento del sistema linfo-hematopoyético después de
su trasplante en un receptor irradiado “#).

Por otra parte, otros investigadores iniciaron el estudio
de las CMHs “in vitro” en la década de los 70°s del siglo pasado,
mostrando que estas células podian ser crecidas en un cultivo
celular ™. En este sentido, las células del estroma forman una
capa alimentadora en la cual tanto las CMHs como las células
progenitoras proliferan o se diferencian por largos periodos que
pueden alcanzar varias semanas e incluso meses en ausencia de
factores exdgenos %, Hoy en dia se sabe que menos del 0.1% de
las CMH de la médula dsea tienen la capacidad de proliferar por
periodos largos, incluso esos mismo numeros tiene la capacidad
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de auto-renovarse 829,

CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS Y SU IDENTIFICACION
Durante el proceso de maduracion las CMH expresan genes que
codifican para la produccion de distintas proteinas ancladas a la
membrana celular y son denominados receptores celulares que
cumplen con una funcion especifica en las vias de sefializacién
intracelular tras el encuentro con la molécula que liga o activa
dicho receptor, estas funciones son la activacion celular, la
proliferacién, la diferenciacion, la adhesion, la migracién o la
apoptosis celular. La expresidn de estas moléculas en la superficie
ha sido una herramienta muy util en la biologia celular, pues estos
receptores pueden ser usados como blancos en diversos linajes
celulares, asi, tras la produccién de anticuerpos monoclonales
que reconocen especificamente cada blanco, podemos
identificar y caracterizar cada tipo celular 1?2, En este sentido,
estos receptores celulares son conocidos como “marcadores”
y se han formado grupos de diferenciacién o CD (acrénimo del
inglés Cluster of differentiation). Las células hematopoyéticas
primitivas no expresan marcadores de linaje (lin) especificos, no
obstante, es precisamente esta ausencia la permite distinguir
las células inmaduras del resto de células diferenciadas @2
Dependiendo del linaje celular, podemos observar diferentes
combinaciones de CD’s que permiten aislar selectivamente una
poblacion o enriquecerla segln las necesidades ),

Para identificar, aislar y cuantificar la poblacién de CMH
el marcador de eleccion es CD34, que posee un papel importante
tanto en la adhesidn intercelular como en la comunicacién con
la matriz extracelular, induciendo la polimerizacion de actina (23,
Asi mismo, se ha demostrado que la regulacidn de la expresion
del antigeno CD34 estd implicada en el mantenimiento de la
actividad hematopoyética normal, gracias a la inhibicion de la
proliferacion de células progenitoras mediada por contacto
y agregacion celular ?3. La expresion del CD34 es elevada en
células progenitoras tempranas y disminuye progresivamente en
funcién de la maduracion de la célula hasta que desaparece en
etapas diferenciadas a un linaje determinado ?* % finalmente,
estas poblaciones purificadas presentan un alto potencial de
implantacion en trasplantes autdlogos y alogénicos 529),

CD38 es otro marcador importante en la caracterizacién
de las células hematopoyéticas, las células CD34*CD38+ son mas
abundantes que las CD34*CD38, pero se ha comprobado que
estas Ultimas pueden reconstituir y mantener la hematopoyesis
multilinaje en ratones inmunodeficientes después de realizar
el trasplante haciéndolas mds efectivas . Las células con
fenotipo CD34 también se caracterizan por la ausencia de CD38,
de marcadores especificos de linaje y de CD133 %3033 sjn
embargo, las células CD34 son incapaces de alcanzar la médula
Osea después de haber sido trasplantadas por via intravenosa en

comparacion con células CD34* (435,

CD133 es conocido también como AC133 & 37 y
se ha sugerido que es un marcador de CMHs progenitoras
de monocitos/granulocitos y eritroides 2. Su funcién se ha
relacionado con el mantenimiento de los estados primitivos
de diferenciacion %39, A pesar que el CD133 representa una
molécula importante para la identificacion de CMHs y células
progenitoras humanas, el uso del CD34 es mas usado debido a
qgue no existen auln pruebas que demuestren la mayor eficacia
de CD133 para el aislamiento o la expansion celular de las CMHs
y las células progenitoras hematopoyéticas %4V,

Finalmente, otros marcadores de linaje como el
C-KIT (conocido también como CD117), el cual promueve la
proliferacion y diferenciacidn de células progenitoras primitivas
hematopoyéticas a células progenitoras comprometidas
(42),se expresa en las dos terceras partes de las células CD34",
incluyendo las células progenitoras mds comprometidas con
linaje, desaparece en las células sanguineas maduras circulantes.
Este marcador se usa con gran frecuencia en técnicas de
aislamiento de células hematopoyéticas ??. Por dltimo el
marcador CDCP1, es una proteina descrita recientemente y sus
patrones de expresion son semejantes a los de CD133 3, de tal
forma, al igual que el CD34 y el CD133, el CDCP1 es importante
en la purificacion de CMHs y células progenitoras provenientes
de muestras de médula ésea y cordon umbilical, aunque no
puede separar a estos tipos celulares entre si ??. La Figura 1
resume los CD’s mencionados en este apartado, durante las
etapas tempranas de la hematopoyesis.

CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS Y SU AUTORENOVACION
Las CMH tienen la capacidad y atributo de generar todos los tipos
celulares sanguineos a lo largo de la vida del organismo, es por
ello que la multipotencialidad y capacidad de auto-renovacién
de estas células ha sido ampliamente estudiado. Se ha sugerido
que las CMH poseen un mecanismo de sucesion clonal, en el cual
solo algunas clonas se diferencian y generan células sanguineas
maduras solamente cuando son requeridas, por otro lado, una
gran cantidad de CMH permanecen en estado de quiescencia
(sin contribuir a la hematopoyesis), hasta que desaparece la
capacidad proliferativa de las células que se han activado “%. Asi,
las células madre hematopoyéticas presentan una proporcion
de recambio baja, en comparacién con las células progenitoras
en el sistema hematopoyético, donde estas ultimas proliferan
con mayor proporcion ante el estimulo de diversos factores del
estroma mencionados anteriormente, produciendo cada dia
billones de células sanguineas, manteniendo asi la homeostasis
hematopoyética en cada organismo “>“%), En este sentido, esta
homeostasis es regulada por el proceso de auto-renovacion que
es crucial para que las células madre persistan a lo largo de la
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vida del organismo. Este proceso se produce de un progenitor
Unico en cada divisidn celular y la obtencién de células con
caracteristicas funcionales y morfoldgicas idénticas dependerd
de su eficiencia en la diferenciacion.

Como se mencioné anteriormente, a lo largo de la
maduracion de los diferentes tipos celulares sanguineos, se
expresan diversos genes que determinan los receptores deben
expresarse en la superficie celular, si bien es cierto que en el
cultivo celular estos receptores son “aprovechados” como
marcadores celulares, la razén bioldgica de la célula es que estos
receptores activen las vias de sefalizacién o transduccion de
sefiales para inducir diferentes respuestas celulares con diversas
funciones, en este sentido, se han descrito diversos mecanismos
moleculares de sefializacion que participan como reguladores
de la proliferacién, diferenciacién y auto-renovacién de las CMH.
De manera general, las vias de sefializacién mas estudiadas a la
fecha incluyen proteinas de sefalizacién, andamiaje y segundos
mensajeros que constituyen las vias de sefalizacion de Notch,
Hedgehog (Hh) y Wingless (Wnt).

CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS Y SU DIFERENCIACION A
DISTINTOS LINAJES

La hematopoyesis es representada como una jerarquia, en
la cual las CHM originan a los progenitores y posteriormente
a las células que seran precursores de multiples linajes
hematopoyéticos. Como se menciond en capitulos anteriores, la
identificacion de los diversos tipos celulares se realiza de acuerdo
ala expresion de marcadores de superficie. En este sentido, se ha
caracterizado la expresiéon de diversos factores de transcripcién
que regulan el desarrollo y funcion de las CMH, asi como la
diferenciacion de un linaje especifico “”. Algunos de los factores
de trascripcidn que se han descrito recientemente son: El factor
SCL/tal-1, que es clave en la programacion del mesodermo
hacia un destino hematopoyético, este factor y sus proteinas
asociadas son esenciales para el desarrollo de la hematopoyesis
primitiva (saco vitelino) y definitiva (en el adulto), debido a que
en su ausencia, no se generan células sanguineas “®. El factor
de unién central Runx1 y su cofactor de union CBF-B, también
son necesarios para la hematopoyesis definitiva, en este caso,
ensayos con modelos transgénicos que carecen de la funcidn,
han demostrado que Runxl es necesario para la transicion de
las CMH, pues en su ausencia, no existe hematopoyesis %%, Por
otro lado, se ha demostrado recientemente una interaccién del
domino C-terminal del factor MII1 relacionado a Trithrorax (una
histona H3 lisina 3 -H3K4- metiltransferasa), con el dominio Runt
de Runx1, el cual recluta a MII1 originando una superposicion
funcional de ambos reguladores transcripcionales, sugiriendo
que su interaccion es necesaria para la hematopoyesis V. Otro
factor esencial es GATA2, el cual se expresa antes de la aparicion

de la CMH y se ha propuesto como un marcador especifico de
células hematopoyéticas, ademds, su disminucidon afecta el
compromiso de la CMH hacia los distintos linajes sanguineos %
53), Se ha sugerido que el factor GATA2 interactta con el Runx1
durante la hematopoyesis, debido a que los ratones deficientes
en la expresién de GATA2+/- y Runxl+/- no son viables y
muestran dafio severo en el proceso hematopoyético durante
la gestacién ©%,

La familia de factores de transcripcidn pertenecientes a
Notch, sonloscomponentesprincipales de unavia de sefializacion
altamente conservada, su dominio Notch-IC se trasloca al nucleo
donde participa en la formacién de complejos de unién a Acido
Desoxirribonucleico (ADN) y regula la transcripcion de diversos
genes %), E| Factor Notch1 es necesario para la generacién de la
hematopoyesis, ya que embriones deficientes de esta proteina
son capaces de producir progenitores hematopoyéticos pero no
CMH de largo plazo. Otro factor importante es Meisl, esta es
una proteina cofactor que modula la unién y afinidad al ADN,
se ha demostrado que embriones deficientes en Meis1, mueren
por hemorragia e hipoplasia de higado debido a la incompleta
hematopoyesis durante el desarrollo 57,

La expansion de las CMH tempranas es critica para
mantener una gran poblacién durante la hematopoyesis
necesaria para la vida del organismo, y la programacion de esta
expansion en diferentes etapas de la vida esta relacionada con
la expresion de diversas moléculas “”. Sox17, es un factor de
trascripcion de alta movilidad relacionado a Sry expresado en
CMH fetales y neonatales pero no en adultas, su deficiencia
perjudica la hematopoyesis fetal y las CMH neonatales pierden su
capacidad de reconstitucion y la generacion de CMH definitivas
8 Por otra parte, los factores de transcripcion necesarios para la
especificacion y formacién de las CMH pueden no ser necesarios
continuamente durante la supervivencia posterior o auto-
renovacion de las CMH. En este sentido, aunque SCL/tall es un
factor crucial para la especificacion del destino hematopoyético
durante el desarrollo, su inactivacién en CMH adultas, no afecta
el mantenimiento y auto-renovacién 9,

Los procesos intrinsecos celulares, en particular los
factores de transcripcion son esenciales para definir el linaje de
cada CMH. Por ejemplo GATA1 promueve la diferenciacion hacia
un linaje megacariocitico/eritroide y PU.1 induce diferenciacion
mieloide ), estas proteinas interactuan de tal forma que cada
uno inhibe la trascripcion del otro y este antagonismo favorece
la eleccién del linaje de la CMH 452, Por otra parte, asociaciones
entre GATA y el cofactor FOG (Friend of GATA), han demostrado
ser importantes para el desarrollo del linaje megacariocitico y
eritroide “®, La eleccidn del linaje mieloide y eritroide, también
es controlada por un antagonismo entre c-MafB, un factor
altamente expresado en monocitos y Ets1. La asociacion de estos
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factores a través de sus respectivos dominios de union a DNA
inhiben la transactivaciéon mediada por Etsl y en consecuencia,
se bloquea la maduracion eritroide 3.

La proteina alfa de unidn al potenciador CCAAT (C/
EBPa), es requerida para el desarrollo de granulocitos, pero
también promueve la diferenciacion de CMH. Células Madres
Hematopoyéticas deficientes de C/EBPa, tienen un incremento
en la habilidad de repoblacién y auto renovacion lo cual bloquea
la diferenciacién hacia el linaje mieloide ©*®). C/EBP y FOG
participan en la diferenciacion hacia eosinoéfilos y la interaccion
Gfil/PU.1 favorece la diferenciacion hacia neutréfilos vy
monocitos, ya que en ausencia de Gfil los precursores de
neutrodfilos no maduran y se silencia la expresion de genes de
monocitos/macrdfagos 568,

En el caso del linaje linfoide, un factor fundamental
en el desarrollo del linfocito B es Pax5, ya que en su ausencia
las células progenitoras linfoides se diferencian en otros linajes
hematopoyéticos como son: los linfocitos T, células asesinas
naturales o las células dendriticas > 79, Asi, el compromiso del
linfocito B es dirigido por Pax5 y su supresidon implica la eleccion
alternativa del linaje. En este sentido, Pax5 compromete los
progenitores a un destino de linfocito B, mientras que otros
factores de trascripcién como E2A y EBP activan el programa de
genes especificos de linfocitos B 7Y, Por otra parte, se ha descrito
que la elevada expresion

de trascripcion T-bet, normalmente expresado en células TH1,
puede inducir diferenciacion de células TH2 en TH1 s Otro
regulador importante en el desarrollo de los linfocitos es lkaros,
una proteina de dedos de zinc con sitios de unién a DNA y su
eliminacién elimina a los linfocitos B y T fetales. En este sentido,
ratones deficientes de lkaros desarrollan linfocitos T después del
nacimiento, mientras que los linfocitos B permanecen ausentes
durante toda la vida "®77, En la Tabla 1 se agrupan las principales
caracteristicas de los factores de transcripcion anteriormente
descritos, mientras que la Figura 1 sefiala etapas claves de la
expresion de estos factores durante la hematopoyesis.

DISCUSION

Esta revision ha agrupado el conocimiento actual, relativo al
origen, funcionamiento y factores que regulan el desarrollo
y diferenciacién de las células madre hematopoyéticas, ha
pretendido proporcionar una perspectiva que incluya las
interacciones celulares durante el desarrollo, la programacion
del linaje y reprogramacion por factores de transcripcidn, asi
como las diferencias de cada etapa de la hematopoyesis. Como
se ha mencionado, Las CMH se producen en distintos nichos
y poseen proteinas en la superficie celular que nos permiten
identificarlas. De la misma forma, las CMH expresan diferentes
factores de trascripcion necesarios para su maduracién, por

de PU.1 bloquea el
desarrollo del linfocito
B, esto se debe a que . . Eritroide
P,U 1y Pax5 interactdan Dedos de Proa&ggl;oc;i?oEcri;tgglde Megacariocitos Bloqueo eritroide y 48 60, 62
] " ) GATA 1 Zn Mastocitos Eosinéfilos Eos_lnoﬁlos megacariocitos
fisicamente y esto tiene Mieloide
un efecto negativo sobre ; ”
g 8 GATA 2 Dedos de Progenitores Maduracion de Progenitores 52.54
la expresion de Pax5 (72, Zn MegacariocitosMastocitos eritrocitos
En cuanto al Dedos de
desarrollo de los linfocitos GATA 3 7n Progenitores Células T, Th2 Th2 Thl No células T 73-74
T, la sefalizacion de . -
Progenitores Mieloides . . L
Notch 1 funciona como PU.1 Ets Células B Mieloide No células B, Ty mieloides 60-61, 68, 72
un factor de compromiso : o o g o g
q X P h ’ C/EBPa B-zipper Mieloide, eosindfilos Eosinofilos No neutrdfilos Eosindfilos 64-66
adgemas, se a
demostrado que GATA3, FOG-1 tMlél_tZ] MegacariocitosMastocitos, Eosindfilos Bloqueo eritroide, no 48, 66
un factor de transcripcion f\i/rF\)gers Eritroide megacariocitos !
eslpecn;lco 'de Cekl)u!as ITI MafB B-zipper Miosmrreiies Monocitos 63
solo unciona aJo a .
- No hematopoyesis
sefializaciéon de Notch 3. Runxl Runt Hematopoyético definitiva 50-51, 54
GATA3 es necesario para T-bet T-box Células Thl Thl Th2 75
la produccion de células Pax 5 Paired box Células B Otros linajes No células B 69-71
TH2, y puede cambiar el Ikaros Degicr)]scde Progenitores Células T No células linfoides 76-77

fenotipo TH1 a TH2 4,
De manera contraria,
la activacion del factor

Tabla 1. Descripcidn de los principales factores de transcripcién mencionados en esta revision. Las flechas (/) indican aumento
o disminucidon de los diferentes linajes hematopoyéticos. Ademdas se menciona el fenotipo celular desarrollado durante la
sobreexpresion o ausencia de los diferentes factores de transcripcion.
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Figura 1. Factores de transcripcion y CD’s expresados durante la hematopoyesis. La figura indica las etapas clave en la diferenciacion de las CMH, sefialando los
principales factores de transcripcion expresados durante cada etapa de maduracion, asi como los principales marcadores de superficie (CD’s) aprovechados para
la identificacion de los precursores hematopoyéticos. Abreviaturas: CMH-LP, células madre hematopoyética de largo plazo; CMH-CP, célula madre hematopoyética

de corto plazo; PMC, precursor mieloide comun; PLC, precursor linfoide comuin; PME, precursor megacariocitico/eritroide;

macroéfagos.

tal motivo, al conocer los perfiles de expresion de cada factor,
podemos determinar en qué etapa de desarrollo se encuentra
cada tipo celular, ademas, en conjunto, la expresidn o activacién
de estos factores de transcripcion y vias de sefializacién
especificas para la diferenciacion de cada linaje nos permiten
entender los procesos celulares que rigen los mecanismos de
auto-renovacion, diferenciacién y proliferacion de las CMH.

Finalmente, aunque en los ultimos afos, los factores
de transcripcion han sido identificados como los principales
reguladores de las etapas de la hematopoyesis, es claro que estos
factores no son los Unicos responsables de la diferenciacion de
estas células, pues es evidente que requieren de otros factores
epigenéticos o en las vias de sefalizacion que controlan la
eleccién y diferenciacion de cada linaje, en ese sentido, el
reto cientifico conduce a realizar estudios mas amplios que
identifiquen otros factores involucrados en la programacion
celular 78,

PGM, precursor granulocitico/

Bibliografia

1.

Bellantuono I. Haemopoietic stem cells. The international journal of
biochemistry & cell biology. 2004;36(4):607-20.

Horwitz EM. Stem cell plasticity: the growing potential of cellular
therapy. Archives of medical research. 2003;34(6):600-6.

Marone M, De Ritis D, Bonanno G, Mozzetti S, Rutella S, Scambia G,
et al. Cell cycle regulation in human hematopoietic stem cells: from
isolation to activation. Leukemia & lymphoma. 2002;43(3):493-501.
Niesler CU. Old dogmas and new hearts: a role for adult stem cells in
cardiac repair? Cardiovascular journal of South Africa : official journal
for Southern Africa Cardiac Society [and] South African Society of
Cardiac Practitioners. 2004;15(4):184-9; discussion 9.

Hoffman R BE, Shattil SJ, Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE. . Stem
cell model of hematopoiesis. En: Hematology: Basic principles and
practice. Philadelphia, EE.UU.: Churchill Livingstone2000. 126-38 p.
Ivanova NB, Dimos JT, Schaniel C, Hackney JA, Moore KA, Lemischka
IR. A stem cell molecular signature. Science. 2002;298(5593):601-4.
Mayani H, Alvarado-Moreno JA, Flores-Guzman P. Biology of human
hematopoietic stem and progenitor cells present in circulation.
Archives of medical research. 2003;34(6):476-88.

Weissman IL. Stem cells: units of development, units of regeneration,
and units in evolution. Cell. 2000;100(1):157-68.

WWw.uv.mx/rm



Células Madre Hematopoyéticas: origen, diferenciacién y funcién

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Morrison SJ, Wandycz AM, Hemmati HD, Wright DE, Weissman IL.
Identification of a lineage of multipotent hematopoietic progenitors.
Development. 1997;124(10):1929-39.

Reya T, Morrison SJ, Clarke MF, Weissman IL. Stem cells, cancer, and
cancer stem cells. Nature. 2001;414(6859):105-11.

Mikkola HK, Orkin SH. The journey of developing hematopoietic stem
cells. Development. 2006;133(19):3733-44.

Panoskaltsis N, Mantalaris A, Wu JH. Engineering a mimicry of bone
marrow tissue ex vivo. Journal of bioscience and bioengineering.
2005;100(1):28-35.

Quesenberry PJ, Crittenden RB, Lowry P, Kittler EW, Rao S, Peters
S, et al. In vitro and in vivo studies of stromal niches. Blood cells.
1994;20(1):97-104.

Hoffman R BE, Shattil SJ, Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE, McGlave
P. Anatomy and physiology of hematopoiesis, En Hematology:
Basic principles and practice. Churchill Livingstone. Philadelphia,
EE.UU.2000. 139-54. p.

Hoffman R. Benz EJ SS, Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE, McGlave P.
. Chronic Myelogenous Leukemia. En: Hematology: Basic principles
and practice. Philadelphia, EE.UU.: Churchill Livingstone2000. 1155-
71p.

Suda T, Arai F, Hirao A. Hematopoietic stem cells and their niche.
Trends in immunology. 2005;26(8):426-33.

Till JE, McCulloch EA. A direct measurement of the radiation
sensitivity of normal mouse bone marrow cells. Radiation research.
1961;14:213-22.

Szilvassy SJ. The biology of hematopoietic stem cells. Archives of
medical research. 2003;34(6):446-60.

Dexter TM, Allen TD, Lajtha LG. Conditions controlling the
proliferation of haemopoietic stem cells in vitro. Journal of cellular
physiology. 1977;91(3):335-44.

Coulombel L, Eaves AC, Eaves CJ. Enzymatic treatment of long-
term human marrow cultures reveals the preferential location of
primitive hemopoietic progenitors in the adherent layer. Blood.
1983;62(2):291-7.

Benboubker L, Binet C, Cartron G, Bernard MC, Clement N, Delain
M, et al. Frequency and differentiation capacity of circulating
LTC-IC mobilized by G-CSF or GM-CSF following chemotherapy: a
comparison with steady-state bone marrow and peripheral blood.
Experimental hematology. 2002;30(1):74-81.

Wognum AW, Eaves AC, Thomas TE. Identification and isolation
of hematopoietic stem cells. Archives of medical research.
2003;34(6):461-75.

Lanza F, Healy L, Sutherland DR. Structural and functional features
of the CD34 antigen: an update. Journal of biological regulators and
homeostatic agents. 2001;15(1):1-13.

Sutherland DR, Keating A. The CD34 antigen: structure, biology,
and potential clinical applications. Journal of hematotherapy.
1992;1(2):115-29. Epub 1992/01/01.

Young PE, Baumhueter S, Lasky LA. The sialomucin CD34 is expressed
on hematopoietic cells and blood vessels during murine development.
Blood. 1995;85(1):96-105.

Larochelle A, Vormoor J, Hanenberg H, Wang JC, Bhatia M, Lapidot T,
et al. Identification of primitive human hematopoietic cells capable
of repopulating NOD/SCID mouse bone marrow: implications for
gene therapy. Nature medicine. 1996;2(12):1329-37.

Civin CI, Trischmann T, Kadan NS, Davis J, Noga S, Cohen K, et al.
Highly purified CD34-positive cells reconstitute hematopoiesis.
Journal of clinical oncology : official journal of the American Society
of Clinical Oncology. 1996;14(8):2224-33.

Vogel W, Scheding S, Kanz L, Brugger W. Clinical applications of
CD34 (+) peripheral blood progenitor cells (PBPC). Stem Cells.
2000;18(2):87-92.

Verstegen MM, van Hennik PB, Terpstra W, van den Bos C, Wielenga

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

JJ, van Rooijen N, et al. Transplantation of human umbilical cord blood
cells in macrophage-depleted SCID mice: evidence for accessory cell
involvement in expansion of immature CD34+CD38- cells. Blood.
1998;91(6):1966-76.

Bhatia M, Bonnet D, Murdoch B, Gan Ol, Dick JE. A newly discovered
class of human hematopoietic cells with SCID-repopulating activity.
Nature medicine. 1998;4(9):1038-45.

Zanjani ED, Almeida-Porada G, Livingston AG, Flake AW, Ogawa
M. Human bone marrow CD34- cells engraft in vivo and undergo
multilineage expression that includes giving rise to CD34+ cells.
Experimental hematology. 1998;26(4):353-60.

Nakamura Y, Ando K, Chargui J, Kawada H, Sato T, Tsuji T, et al. Ex vivo
generation of CD34(+) cells from CD34(-) hematopoietic cells. Blood.
1999;94(12):4053-9.

Zanjani ED, Almeida-Porada G, Livingston AG, Zeng H, Ogawa M.
Reversible expression of CD34 by adult human bone marrow long-
term engrafting hematopoietic stem cells. Experimental hematology.
2003;31(5):406-12.

Gallacher L, Murdoch B, Wu DM, Karanu FN, Keeney M, Bhatia M.
Isolation and characterization of human CD34(-)Lin(-) and CD34(+)
Lin(-) hematopoietic stem cells using cell surface markers AC133 and
CD7. Blood. 2000;95(9):2813-20.

WangJ, Kimura T, Asada R, Harada S, Yokota S, Kawamoto Y, et al. SCID-
repopulating cell activity of human cord blood-derived CD34- cells
assured by intra-bone marrow injection. Blood. 2003;101(8):2924-
31.

Yin AH, Miraglia S, Zanjani ED, Almeida-Porada G, Ogawa M, Leary
AG, et al. AC133, a novel marker for human hematopoietic stem and
progenitor cells. Blood. 1997;90(12):5002-12.

Miraglia S, Godfrey W, Yin AH, Atkins K, Warnke R, Holden JT, et al. A
novel five-transmembrane hematopoietic stem cell antigen: isolation,
characterization, and molecular cloning. Blood. 1997;90(12):5013-
21.

Pasino M, Lanza T, Marotta F, Scarso L, De Biasio P, Amato S, et al.
Flow cytometric and functional characterization of AC133+ cells
from human umbilical cord blood. British journal of haematology.
2000;108(4):793-800.

Matsumoto K, Yasui K, Yamashita N, Horie Y, Yamada T, Tani Y, et al.
In vitro proliferation potential of AC133 positive cells in peripheral
blood. Stem Cells. 2000;18(3):196-203.

Hess DA, Levac KD, Karanu FN, Rosu-Myles M, White MJ, Gallacher L,
et al. Functional analysis of human hematopoietic repopulating cells
mobilized with granulocyte colony-stimulating factor alone versus
granulocyte colony-stimulating factor in combination with stem cell
factor. Blood. 2002;100(3):869-78.

Bhatia M. AC133 expression in human stem cells. Leukemia.
2001;15(11):1685-8.

Hoffman R BE, Shattil SJ, Furie B, Cohen HJ, Silberstein LE, McGlave
P. G, Livingstone C. Growth factors, Cytokines, and the Control
of Hematopoiesis. En: Hematology: Basic principles and practice
Philadelphia, EE.UU.2000. 139-54 p.

Conze T, Lammers R, Kuci S, Scherl-Mostageer M, Schweifer N, Kanz
L, et al. CDCP1 is a novel marker for hematopoietic stem cells. Annals
of the New York Academy of Sciences. 2003;996:222-6.

Bell DR, Van Zant G. Stem cells, aging, and cancer: inevitabilities and
outcomes. Oncogene. 2004;23(43):7290-6.

Attar EC, Scadden DT. Regulation of hematopoietic stem cell growth.
Leukemia. 2004;18(11):1760-8.

Ezoe S, Matsumura |, Satoh Y, Tanaka H, Kanakura Y. Cell cycle
regulation in hematopoietic stem/progenitor cells. Cell Cycle.
2004;3(3):314-8.

Orkin SH. Diversification of haematopoietic stem cells to specific
lineages. Nature reviews Genetics. 2000;1(1):57-64.

Kim SI, Bresnick EH. Transcriptional control of erythropoiesis:

WWw.uv.mx/rm



Rev Med UV, Enero - Junio 2015

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

emerging mechanisms and principles. Oncogene. 2007;26(47):6777-
94.

Sasaki K, Yagi H, Bronson RT, Tominaga K, Matsunashi T, Deguchi
K, et al. Absence of fetal liver hematopoiesis in mice deficient in
transcriptional coactivator core binding factor beta. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America.
1996;93(22):12359-63.

Chen MJ, Yokomizo T, Zeigler BM, Dzierzak E, Speck NA. Runx1 is
required for the endothelial to haematopoietic cell transition but not
thereafter. Nature. 2009;457(7231):887-91.

Huang G, Zhao X, Wang L, EIf S, Xu H, Sashida G, et al. The ability of
MLL to bind RUNX1 and methylate H3K4 at PU.1 regulatory regions
is impaired by MDS/AML-associated RUNX1/AML1 mutations. Blood.
2011;118(25):6544-52.

Minegishi N, Ohta J, Yamagiwa H, Suzuki N, Kawauchi S, Zhou
Y, et al. The mouse GATA-2 gene is expressed in the para-aortic
splanchnopleura and aorta-gonads and mesonephros region. Blood.
1999;93(12):4196-207.

Minegishi N, Suzuki N, Yokomizo T, Pan X, Fujimoto T, Takahashi S,
et al. Expression and domain-specific function of GATA-2 during
differentiation of the hematopoietic precursor cells in midgestation
mouse embryos. Blood. 2003;102(3):896-905.

Wilson NK, Foster SD, Wang X, Knezevic K, Schutte J, Kaimakis P, et al.
Combinatorial transcriptional control in blood stem/progenitor cells:
genome-wide analysis of ten major transcriptional regulators. Cell
stem cell. 2010;7(4):532-44.

Pajcini KV, Speck NA, Pear WS. Notch signaling in mammalian
hematopoietic stem cells. Leukemia. 2011;25(10):1525-32.

Azcoitia V, Aracil M, Martinez AC, Torres M. The homeodomain
protein Meisl is essential for definitive hematopoiesis and
vascular patterning in the mouse embryo. Developmental biology.
2005;280(2):307-20.

Hisa T, Spence SE, Rachel RA, Fujita M, Nakamura T, Ward JM, et al.
Hematopoietic, angiogenic and eye defects in Meis1 mutant animals.
The EMBO journal. 2004;23(2):450-9.

Kim 1, Saunders TL, Morrison SJ. Sox17 dependence distinguishes
the transcriptional regulation of fetal from adult hematopoietic stem
cells. Cell. 2007;130(3):470-83.

Mikkola HK, Klintman J, Yang H, Hock H, Schlaeger TM, Fujiwara Y, et
al. Haematopoietic stem cells retain long-term repopulating activity
and multipotency in the absence of stem-cell leukaemia SCL/tal-1
gene. Nature. 2003;421(6922):547-51.

Kulessa H, Frampton J, Graf T. GATA-1 reprograms avian
myelomonocytic cell lines into eosinophils, thromboblasts, and
erythroblasts. Genes & development. 1995;9(10):1250-62.

Nerlov C, Graf T. PU.1 induces myeloid lineage commitment in
multipotent hematopoietic progenitors. Genes & development.
1998;12(15):2403-12.

Shivdasani RA, Fujiwara Y, McDevitt MA, Orkin SH. A lineage-selective
knockout establishes the critical role of transcription factor GATA-
1 in megakaryocyte growth and platelet development. The EMBO

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

journal. 1997;16(13):3965-73.

Sieweke MH, Tekotte H, Frampton J, Graf T. MafB is an interaction
partner and repressor of Ets-1 that inhibits erythroid differentiation.
Cell. 1996;85(1):49-60.

Friedman AD, Keefer JR, Kummalue T, Liu H, Wang QF, Cleaves R.
Regulation of granulocyte and monocyte differentiation by CCAAT/
enhancer binding protein alpha. Blood cells, molecules & diseases.
2003;31(3):338-41.

Zhang P, Iwasaki-Arai J, lwasaki H, Fenyus ML, Dayaram T, Owens BM,
et al. Enhancement of hematopoietic stem cell repopulating capacity
and self-renewal in the absence of the transcription factor C/EBP
alpha. Immunity. 2004;21(6):853-63.

Querfurth E, Schuster M, Kulessa H, Crispino JD, Doderlein G, Orkin
SH, et al. Antagonism between C/EBPbeta and FOG in eosinophil
lineage commitment of multipotent hematopoietic progenitors.
Genes & development. 2000;14(19):2515-25.

Hock H, Hamblen MJ, Rooke HM, Traver D, Bronson RT, Cameron S,
et al. Intrinsic requirement for zinc finger transcription factor Gfi-1 in
neutrophil differentiation. Immunity. 2003;18(1):109-20.

Dahl R, Iyer SR, Owens KS, Cuylear DD, Simon MC. The transcriptional
repressor GFIl-1 antagonizes PU.1 activity through protein-protein
interaction. The Journal of biological chemistry. 2007;282(9):6473-
83.

Nutt SL, Heavey B, Rolink AG, Busslinger M. Commitment to the
B-lymphoid lineage depends on the transcription factor Pax5. Nature.
1999;401(6753):556-62.

Rolink AG, Nutt SL, Melchers F, Busslinger M. Long-term in vivo
reconstitution of T-cell development by Pax5-deficient B-cell
progenitors. Nature. 1999;401(6753):603-6.

Busslinger M, Nutt SL, Rolink AG. Lineage commitment in
lymphopoiesis. Current opinion in immunology. 2000;12(2):151-8.
DeKoter RP, Singh H. Regulation of B Iymphocyte and
macrophage development by graded expression of PU.1. Science.
2000;288(5470):1439-41.

Rothenberg EV. Negotiation of the T lineage fate decision by
transcription-factor interplay and microenvironmental signals.
Immunity. 2007;26(6):690-702.

Zheng W, Flavell RA. The transcription factor GATA-3 is necessary
and sufficient for Th2 cytokine gene expression in CD4 T cells. Cell.
1997,89(4):587-96.

Szabo SJ, Kim ST, Costa GL, Zhang X, Fathman CG, Glimcher LH. A
novel transcription factor, T-bet, directs Th1l lineage commitment.
Cell. 2000;100(6):655-69.

Merkenschlager M. Ikaros in immune receptor signaling, lymphocyte
differentiation, and function. FEBS letters. 2010;584(24):4910-4.
Wang JH, Nichogiannopoulou A, Wu L, Sun L, Sharpe AH, Bigby M,
et al. Selective defects in the development of the fetal and adult
lymphoid system in mice with an lkaros null mutation. Immunity.
1996;5(6):537-49.

Rossant J. Stem cells: the magic brew. Nature. 2007;448(7151):260-2.

WWw.uv.mx/rm



ARTiICULO DE REVISION

Células troncales mesenquimales: biologia y uso en el trasplante
de células troncales hematopoyéticas

Mesenchymal stem cells: biology and use in hematopoietic stem cells trasnplantation

Marta Elena Castro Manrreza?,
Juan José Montesinos Montesinos®.

Recibido: 26-01-2015 Aceptado: 08-04-2015

RESUMEN

Las células troncales mesenquimales (MSC, por sus siglas en
inglés Mesenchymal Stem Cells), se consideran células troncales
somaticas que se pueden encontrar en diferentes tejidos de
un organismo adulto y también en fuentes neonatales. Estas
células, originalmente se identificaron en la médula dsea vy
poseen un amplio potencial de diferenciacion, capacidad
de soporte hematopoyético y capacidad inmunoreguladora.
Debido a estas propiedades, existe gran expectativa, sobre su
uso futuro en protocolos de terapia celular para la regeneracion
de tejidos. En particular, su empleo en protocolos clinicos para
favorecer el trasplante de células troncales hematopoyéticas
(TCH) y tratar la enfermedad injerto contra hospedero, ya es una
realidad. Sin embargo, aunque varios estudios han evidenciado
el efecto benéfico de las MSC en TCH y medicina regenerativa,
uno de los principales retos es incrementar el conocimiento de
la biologia de estas células. Por tanto, es necesario realizar mas
estudios para lograr un uso éptimo de las MSC en protocolos de
terapia celular. En esta revision analizaremos el estado actual de
lo que se conoce de la biologia de las MSC y su aplicacidén en el
trasplante de células hematopoyéticas.

Palabras clave: Células Troncales Mesenquimales,
Inmunoregulacion, Células troncales hematopoyéticas,
Trasplante, Enfermedad Injerto Contra Hospedero, Terapia
celular.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells are present in different tissues of an
adult organism and also in neonatal sources and they can be
considered as somatic stem cells. MSC were identified in bone
marrow and have broad differentiation potential, capacity to
support hematopoiesis and immunoregulatory properties.
Because of these properties, there is a great expectation
about their applications in cell therapy protocols for tissue
regeneration. In particular, the application of MSC in clinical
protocols to facilitate hematopoietic stem cells transplantation
and to treat graft versus host disease is already a reality. However,
although several studies have evidenced the beneficial effect
of MSC in such clinical protocols, one of the main challenges is
to increase knowledge in the biology of these cells. Therefore,
further studies are necessary for optimal use of MSCs in cell
therapy protocols. In this review we discuss the state of the art
regarding biology of MSC and their use in hematopoietic cell
transplantation.
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INTRODUCCION

El desarrollo de un individuo inicia con la fecundacién. La
unién del évulo y el espermatozoide, genera un huevo o
cigoto que es capaz de formar todos los tejidos embrionarios y
extraembrionarios necesarios para la formacion y crecimiento
de un bebe. Después del nacimiento, continua el desarrollo del
organismo el cual culmina con la muerte. Durante toda la vida
de un individuo, hay cambios constantes en los tejidos y érganos
del cuerpo. En los nifios, por ejemplo, el crecimiento es el
proceso principal; mientras que en los adultos, la regeneracion
de diferentes tejidos, es fundamental para mantener el buen
funcionamiento del organismo. En algunos tejidos, por ejemplo
la piel y la sangre, el proceso de regeneracion, es muy rapido y
se lleva a cabo diariamente; mientras que en otros, este proceso
es muy lento, como sucede con las neuronas del cerebro. Las
células encargadas de llevar a cabo los procesos anteriormente
descritos, son las células troncales, cuyo concepto y tipos,
trataremos de explicar en este articulo. Ademas, revisaremos
diferentes aspectos de las células troncales mesenquimales, un
tipo de célula troncal, que en los Ultimos afios se ha considerado
entre las de mayor expectativa para su aplicacién en medicina
regenerativa.

Actualmente el estudio de las células troncales es
relevante a nivel mundial, debido a que es prometedor su uso en
terapia celular y medicina regenerativa. Asi, temas propuestos
en peliculas de cienciay ficcidn, en el futuro podrian ser realidad;
la idea de sustituir tejidos y érganos dafiados por tejidos sanos
provenientes de células troncales, es un tema de investigacion en
diversos laboratorios del mundo. En el futuro, a partir de células
troncales se podria generar hueso, cartilago, musculo, células
productoras de insulina, células de higado, neuronas, etc. las
cuales serian trasplantadas a los pacientes para tratar diferentes
patologias. Incluso se estudia la posibilidad de generar érganos
funcionales que puedan ser trasplantados. Sin embargo, la
realidad es que aun desconocemos mucho sobre la biologia de
las células troncales y por lo tanto su manipulacion para usarlas
adecuadamente en protocolos clinicos, auin requiere de afios de
investigacion.

BIOLOGIA DE LAS MSC

Concepto y tipos de células troncales

La definicion de “célula troncal,” se hace con base en sus
caracteristicas funcionales. Son células con capacidad de
autorenovacion, no diferenciadas y son capaces de generar
células que pueden diferenciarse al menos a un linaje particular.?
El término “no diferenciadas” se refiere a que son células que
no tienen una funcién determinada en algun tejido u 6rgano,
por ejemplo, una neurona es una célula altamente especializada
del cerebro, un hepatocito es una célula del higado, un

cardiomiocito es una célula del corazdn, mientras que, una
célula troncal aunque se localice en un tejido particular, aun no
adquiere las caracteristicas propias de ese tejido que le permitan
llevar a cabo una funcidn determinada, por ejemplo, una célula
troncal que se localice en el pancreas, no tiene la capacidad
de producir insulina. El término “autorenovacion”, se refiere la
capacidad que tienen las células troncales de producir células
idénticas a la inicial, lo cual permite el mantenimiento de su
poblacién. De esta manera, cuando una célula troncal se divide,
puede dar lugar a dos células troncales, o se puede generar una
célula troncal y una progenitora, esta ultima con la capacidad
de diferenciarse a otros linajes celulares. Durante el desarrollo
de los mamiferos se pueden generar diferentes tipos de células
troncales, con distintos potenciales de diferenciacion; con
base en esta caracteristica se han clasificado en: Totipotentes,
Pluripotentes y Multipotentes.*?

El huevo o cigoto es una célula troncal totipotente,
ya que es capaz de generar todas las estructuras embrionarias
y extraembrionarias. Estas células las podemos encontrar
hasta el estadio de moérula, en el cual, las ocho células que
conforman esta estructura son totipotenciales. Continuando
con el desarrollo embrionario, en el estadio de blastocisto, las
células de la masa interior de la blastula se conocen como
células troncales pluripotentes o células troncales embrionarias.
Las células troncales pluripotentes son capaces de formar
todos los tipos celulares de un organismo adulto, pero ya no
pueden generar las estructuras extraembrionarias. A partir
de estas células se diferencian las tres capas germinales, de
las cuales se generan los diferentes tejidos y drganos de un
individuo: ectodermo (que origina piel y linajes neurales),
mesodermo (que da origen a la sangre, tejido adiposo, musculo,
hueso y cartilago) y endodermo (que origina tejidos del tracto
respiratorio y digestivo). Finalmente, en la etapa adulta, en la
mayoria de los tejidos existen células troncales denominadas
células troncales multipotentes o somaticas, las cuales tienen
capacidad de autorenovacion y diferenciacidon limitada. Son
capaces de formar todos los tipos celulares diferenciados del
tejido al cual pertenecen; si provienen de un tejido formado por
un solo tipo celular, entonces se denominan unipotentes, ya que
solo dardn origen a un tipo celular. *® De manera interesante,
algunas células troncales somaticas cuando son cultivadas in
vitro con medios especificos, tienen la capacidad de generar
células con caracteristicas de otros tejidos, a esta propiedad
bioldgica se le denomina plasticidad celular.34®

Actualmente es posible obtener células troncales
somaticas de varios tejidos y drganos, sin embargo, las células
troncales derivadas de médula ésea (BM, por sus siglas en inglés
Bone Marrow) son las mas atractivas en términos de terapia
celular (Figura 1). En este 6rgano podemos encontrar dos tipos
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de células troncales: las células troncales hematopoyéticas (HSC,
por sus siglas en inglés Hematopoietic Stem Cells) y las MSC.
A partir de las HSC, se generan diariamente, todas las células
sanguineas (hematopoyesis). Mientras que de las MSC se forman
algunas células del estroma de la BM, los cuales en conjunto
con otros componentes celulares, generan un microambiente
apropiado para que se lleve a cabo la hematopoyesis.?

Células troncales mesenquimales

Friedensteiny col, originalmente aislaron alas MSC de la BM (BM-
MSC), como células adherentes con morfologia fibroblastoide
(Figura 1), que desarrollan unidades formadoras de colonias
y con alta capacidad de autorenovacion y proliferacion.” Sin
embargo, hasta el momento, no se ha definido un marcador
Unico para las MSC, por ello la Sociedad Internacional de Terapia
Celular ha establecido que estas poblaciones celulares obtenidas
in vitro, deben cumplir ciertas caracteristicas para que puedan
ser consideradas como MSC. Es necesario que sean positivas
para los marcadores CD105, CD73, CD90, ademas de expresar
bajo niveles de HLA-I y ser negativas para HLA-II, CD11b, CD14,
CD34, CD45 y CD31; aunado a lo anterior, deben tener capacidad
de diferenciacidn a diferentes linajes mesenquimales entre ellos
hueso, cartilago y tejido adiposo (Figura 2).2° Ademas de la
BM las MSC se han encontrado en otros tejidos del organismo,
como: tejido adiposo, pancreas, piel, cérvix, tejido musculo
esquelético, tejidos dentales, etc.%!® Estas poblaciones son
heterogéneas y en la mayoria de los casos no presentan todas
las caracteristicas establecidas para las MSC derivadas de BM.

Figura 1. Células troncales mesenquimales derivadas de médula dsea, con la
morfologia fibroblastoide caracteristica.

Las poblaciones de BM-MSC obtenidas in vitro, poseen
diferentes propiedades biolégicas importantes y adecuadas para

CAPACIDAD DE DIFEREHCIACION DE LAS MSC
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Figura 2. Capacidad de diferenciacion de las células troncales mesenquimales.
A) Las MSC tienen capacidad de diferenciacién osteogénica, condrogénica y
adipogénica (Modificado de Montesinos JJ y Castro ME, 2011). B) De izquierda
a derecha, se muestran la diferenciacion osteogénica (Tincion de fosfatasa
alcalina), condrogénica (Tincion de glicosaminoglicanos con azul alciano) y
adipogénica (Tincidn de vacuolas lipidicas con rojo oleoso).

emplearlas en la medicina regenerativa: a) amplio potencial de
diferenciacion (plasticidad), b) secretan factores troficos que
favorecen la remodelacién de tejidos, c) capacidad de soporte
hematopoyético y d) tienen capacidad inmunosupresora.?
Debido a estas propiedades actualmente las MSC se aplican
en algunos protocolos de terapia celular y en el futuro podrian
emplearse en el tratamiento o prevencién de otras patologias.
En particular, debido a su capacidad de soporte hematopoyético
e inmunosupresién, las MSC ya se usan para mejorar el
trasplante de HSC. Lo anterior se debe a que las MSC, favorecen
la recuperacion rapida de células hematopoyéticas, ademas
son capaces de prevenir y tratar la enfermedad injerto contra
hospedero (EICH), una de las principales complicaciones de los
trasplantes de HSC.?
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TERAPIA CELULAR CON CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES
EN TRANSPLANTE DE CELULAS HEMATOPOYETICAS.

Células troncales mesenquimales y capacidad de soporte
hematopoyético

La sangre esta constituida por diferentes tipos celulares y el
proceso por cual se forman diariamente todas estas células,
se denomina hematopoyesis. Después del nacimiento, la
hematopoyesis se lleva a cabo en la BM, en donde hay un
microambiente apropiado que permite este proceso. El estroma
de la BM estd conformado por diferentes tipos de células que
proporcionan las moléculas y sefiales necesarias para que se
lleve a cabo la hematopoyesis. Se ha demostrado, que a partir
de la MSC se forman algunos de los componentes del estroma
de la BM, entre ellos los adipocitos, las células reticulares y los
osteoblastos. Es decir, las MSC tienen la capacidad para generar
a la mayoria de las células que constituyen el tejido de sostén
sobre el cual las HSC proliferan y se diferencian.’ El cuerpo
humano, es una maquina extraordinaria, que regula finamente
cada uno de los procesos que se llevan a cabo en él, alteraciones
en los mismos resulta en el desarrollo de enfermedades. La
alteraciéon de la hematopoyesis provoca enfermedades de la
sangre, algunas de ellas se caracterizan por la disminucion en
la produccién de células sanguineas, mientras que otras se
caracterizan por la sobreproduccion de las mismas (neoplasias
hematoldgicas). Para estas patologias existen diferentes
tratamientos, sin embargo el Unico con fines curativos es el
trasplante de HSC.?

En un trasplante de HSC se pretende sustituir a las
células sanguineas anormales por células sanas. Para lograr
esto, previamente el paciente es sometido a un régimen de
condicionamiento con quimio y/o radioterapia, el cual pretende
eliminar a las células malignas. Posteriormente las HSC se
administran por via intravenosa, estas células pueden provenir
de la BM, sangre periférica movilizada o sangre de corddn
umbilical. Posterior al trasplante de HSC, se pueden presentar
varias complicaciones: a) rechazo del injerto, b) recuperaciéon
hematopoyética lentay c) desarrollo de EICH. Se ha demostrado
que las MSC son capaces de favorecer la aceptacion del injerto,
una recuperacidon hematopoyética rapida y prevenir la EICH.®

Varios estudios demostraron que la inyeccidn
simultdnea de MSC y HSC en ratones letalmente irradiados,
acelera la recuperacién de la hematopoyesis.!? Estos resultados
alentaron la posibilidad de usar las MSC para favorecer la
hematopoyesis en pacientes sometidos a un trasplante de HSC;
aunado a lo anterior, diferentes grupos de investigacion han
identificado los mecanismos involucrados en la capacidad de
soporte hematopoyético por las MSC.*?

En estudios in vitro, se ha visto que mediante
mecanismos dependientes e independientes del contacto, las

MSC son capaces de regular la produccion de células sanguineas.
Entre las citocinas secretadas por las MSC encontramos a la
interleucina 1 (IL-1), IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 e IL-15,
todas involucradas en la proliferacién y diferenciaciéon de las
células trocales y progenitoras hematopoyéticas. Bajo ciertas
circunstancias, las MSC también tienen la capacidad de secretar
factores de crecimiento como el factor estimulador de colonias
de macrdfagos y granulocitos (GM-CSF, por sus siglas en inglés
Granulocyte and Macrophage-Colony Stimulating Factor) y el
factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), los cuales
participan en la maduraciéon de monocitos y granulocitos. Las
MSC expresan diferentes moléculas de adhesion como ICAM-1,
ICAM-2, VACAM-1, L-selectina, CD44 (receptor de hialuronato)
e integrinas —B1 (CD29),**'¢ que permiten la interaccion célula-
célula entre las MSCy las HSCs. Ademas, secretan componentes
de la matriz extracelular entre ellos Colagena tipo I, lll, IV y
VI, fibronectina, laminina, osteopontina y proteoglicanos, los
cuales son importantes en la regulacion de la hematopoyesis y
mantenimiento de las HSC mas primitivas.*®

Debido a la capacidad de soporte hematopoyético
de las MSC, se han realizado ensayos clinicos para mejorar el
trasplante de HSC. Para ello, es necesarios hacer cultivos de
expansion a gran escala de las MSC para obtener el numero de
células necesaria y co-administrarlas a los pacientes que van
a recibir el transplante de HSC. Este procedimiento ya es una
realidad y se ha visto que la administraciéon de MSC en pacientes
pedidtricos o adultos es segura y no se observan efectos
adversos o téxicos, ademds hay una recuperacién mas rapida de
neutrdéfilos y plaquetas.®

Propiedades inmunosupresoras de las MSC y tratamiento de
la EICH.
En pdrrafos previos se menciond que durante el trasplante de
HSC se pueden presentar varias complicaciones y una de ellas
es el desarrollo de la EICH. Cuando se realiza un trasplante de
HSC, la suspensidon de células que se administran al paciente,
no es una poblacion pura de células troncales o progenitores
hematopoyéticos, es una mezcla de diferentes tipos celulares,
entre ellos los linfocitos T, los cuales se encargan de la respuesta
inmune adquirida contra patégenos y antigenos extrafios. La
EICH se presenta cuando los linfocitos T del donador, que se
administran junto con las HSC, reconocen como extrafas a los
antigenos expresados por las células del receptor (aloantigenos)
y montan una respuesta inmune en contra de ellas (respuesta
inmune alogénica). Los linfocitos T del donador, atacan y dafian
a los tejidos y 6rganos del paciente, el dafio provocado puede
culminar con la muerte.*” 8

Dependiendo del tiempo de aparicién, la EICH se
clasifica en dos tipos. La EICH aguda (EICH-a) que ocurre en
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los primeros 100 dias después del trasplante y la EICH croénica
(EICH-c) que se presenta después de este tiempo. Para entender
la participacion de las MSC en el control de esta enfermedad, es
necesario describir los mecanismos inmunoldgicos involucrados
en el desarrollo de la EICH, dado que la fisiopatologia mejor
descrita, corresponde a la EICH-a, nos enfocaremos a esta
entidad clinica. 18

Se ha descrito que el desarrollo de la EICH-a, involucra tres fases:
1) Activacion de las células presentadoras de antigenos (CPAs)
del hospedero.

2) Activacién, proliferacion y diferenciacién de los linfocitos T.
3) Fase efectora celular e inflamatoria.

Mediante estudios in vitro, se ha demostrado que las
MSC tienen capacidad inmunoreguladora, ya que son capaces
de modular la funcién de diferentes componentes del sistema
inmune innato (células NK) y adaptativo (células dendriticas,
linfocitos T y linfocitos B). El efecto inmunosupresor de las
MSC, puede darse a través de contacto celular y/o mediante
la secrecién de diversos factores. Entre los primeros se ha
involucrado a PD-L1, HLA-G1, ICAM-I y VCAM-I. Mientras que,
entre los factores secretados se han identificado TGFB, HGF,
IL-10, PGE2 y HLA-G5, asi como los productos de la actividad
enzimdatica de IDO.Y Conociendo los mecanismos empleados
por las MSC in vitro y la fisiopatologia de la EICH-a, seria posible
explicar de qué manera las MSC pueden prevenir y/o tratar la
EICH. Sin embargo, es importante mencionar, que aun con el
conocimiento acumulado por los estudios in vitro, no se conoce
exactamente como es que las MSC llevan a cabo su funcién
después de ser administradas a los pacientes.

La primera etapa en el desarrollo de la EICH-a, involucra
la activacion y maduracion de las células dendriticas (CD), debido
al régimen de condicionamiento con quimio y/o radioterapia al
cual es sometido el paciente y que provoca dafio e inflamacion
en los tejidos. Las CD, son las células presentadoras de antigenos
mas importantes del cuerpo y se encargan del procesamiento
y presentacién de antigenos a los linfocitos T. Una CD debe
madurar para ser capaz de activar completamente a un linfocito
T. Se sabe que una CD inmadura, ademas de no activar a los
linfocitos T, es capaz de inducir tolerancia. En este sentido, las
MSC podrian inhibir esta etapa en el desarrollo de la EICH-a. Esta
hipétesis es apoyada por estudios in vitro, que han demostrado
la capacidad de las MSC para afectar la funcion de las CD en
tres niveles: a) Inhiben la diferenciacion de monocitos hacia CD;
b) Mantienen el estado inmaduro de las CD y c) son capaces
de revertir a una CD madura hacia un estado inmaduro. En
conjunto, estos mecanismos, disminuyen la capacidad de las CD
para activar a los linfocitos T."” Como hemos mencionado, aun
falta por demostrar si los mecanismos anteriormente descritos
ocurren in vivo después de administrar a las MSC a los pacientes.

Sin embargo, un estudio en ratdn, indica que al menos en este
modelo, la administraciéon de MSC si afecta la capacidad de las
CD para activar a los linfocitos T in vivo.*

La segunda etapa en la fisiopatologia de la EICH-a,
involucra la activacion, proliferacion y diferenciacion de los
linfocitos T del donador, en respuesta a los antigenos histo-
incompatibles presentados por las CPAs del receptor. Cuando un
linfocito T virgen o de memoria reconoce a su antigeno en la
superficie de una CD en el contexto MHC-I o MHC-II, se induce su
activacion, proliferacion y diferenciacion, lo cual culmina con la
funcién efectora del linfocito T. Estudios in vitro, han demostrado
que las MSC afectan la proliferacidon y regulan la diferenciacién
de linfocitos T activados con aloantigenos o mitégenos (Figura 3).
Las MSC son capaces de generar un ambiente anti-inflamatorio,
debido a que disminuyen la diferenciacién de poblaciones de
linfocito T pro-inflamatorias tipo Thl y Th17 y favorecen la
diferenciacion de poblaciones tipo Th2 y T reguladores. Los
linfocitos T reguladores, se encargan de modular la respuesta
inmune para evitar el dafio en los tejidos causado por una
inflamacion exacerbada.®** Aunado a los resultados obtenidos
in vitro, en algunos estudios en pacientes que han recibido MSC
para el tratamiento de la EICH, se ha observado incremento en la
poblaciones de T reguladores CD4+CD25+Foxp3+ o tipo Trl, asi
como disminucion en la poblaciéon Th17.%2

Otras células involucradas en el dafio a los tejidos
durante la EICH-a son las células NK, estas células participan
en la defensa del cuerpo contra infecciones y cancer, dado que
tienen efecto citotodxico sobre las células infectadas o tumorales.
Estudios in vitro, han demostrado que las MSC son capaces de
afectar la proliferacién y actividad citotdxica de las células NK
activadas.?® Saber si esto ocurre en el contexto fisioldgico de
pacientes con EICH-a a los que se les ha administrado MSC, es
un tema de investigacion.

Debido a los resultados obtenidos in vitro y en modelos
animales, respecto a la capacidad inmunoreguladora de las MSC,
ya se han realizado varios ensayos clinicos para tratar y prevenir
la EICH utilizando este tipo de células. Asi, la aplicacion de MSC
ha demostrado su eficacia en el tratamiento de la EICH grado llI-
IV refractaria a esteroides, tanto en nifios como en adultos. En
todos estos casos se ha observado reduccidn en la incidencia y
severidad de la EICH, incremento significativo de la sobrevida y
ausencia de efectos téxicos después de la administracion de las
MSC.2*28 Sin embargo, también existen reportes, que observan
poca eficacia de las MSC en el tratamiento de esta patologia.?=!
No obstante, se ha detectado incremento en poblaciones de
linfocitos T y B reguladores en la sangre de pacientes que han
recibido MSC, asi como disminucién de poblaciones Th17 y
aumento en la concentracién plasmatica de IL-10 333, eventos
gue en conjunto podrian contribuir en la resolucién de la EICH.
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Figura 3. Capacidad inmunoreguladora de las células troncales mesenquimales. A) Las
MSC regulan la funcién de las células NK, células dendriticas y linfocitos T. El efecto
inmunosupresor de las MSC, puede darse a través de contacto celular y/o mediante la
secreciéon de diversos factores. Entre los primeros se ha involucrado a PD-L1, HLA-G1,
ICAM-I y VCAM-I. Mientras que, entre los factores secretados se han identificado
TGFB, HGF, IL-10, PGE2 y HLA-G5, asi como los productos de la actividad enzimatica
de IDO. Por otra parte, las citocinas pro-inflamatorias (ejemplo: IFNE) secretadas por
las células NK y los linfocitos T activados, favorecen la actividad inmunoreguladora de
las MSC (lineas punteadas), ya que incrementan o inducen la secrecién de moléculas
que regulan la funcién de los diferentes componentes celulares del sistema inmune
(Modificado de Montesinos JJ y Castro ME, 2011). B) Las MSC disminuyen la proliferacion
de linfocitos T activados in vitro: i) Grumos de proliferacién de linfocitos T activados
con fitohemaglutinina, ii) linfocitos T activados en presencia de MSC, se observa como
disminuye la proliferacion de los linfocitos T, iii) el efecto es mas pronunciado con mayor
numero de MSC.

Sin embargo, algunos autores han sugerido que estos cambios
inmunes generados en los pacientes puede favorecer el riesgo
de infecciones con bacterias y/o hongos.>** Lo anterior, sugiere
que es necesario continuar con el estudio de las MSC, para tener
mayor conocimiento sobre los mecanismos empleados in vitro
e vivo en la inmunoregulacidn y de esta manera, lograr el uso
adecuado de estas células en los protocolos clinicos.

CONCLUSIONES

Las MSC presentan varias propiedades bioldgicas que sugieren
su uso en procesos de terapia celular relacionados con la
regeneracién de células de diferentes tejidos. Ademas su uso
en protocolos clinicos para favorecer el trasplante de HSC y
disminuir la EICH, ya es una realidad. Sin embargo, aunque
los resultados son alentadores, también existen resultados
contradictorios, lo cual sugiere que es necesario realizar mas
estudios encaminados a entender la biologia de estas células
y asi lograr un uso adecuado de las mismas.
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RESUMEN

En 1986, Broxmeyer demostrd que la Sangre de Corddn Umbilical
(SCU) era una fuente rica en Células Troncales Hematopoyéticas
(CTH) y en Células Progenitores Hematopoyéticos (CPH), lo cual
permitié su uso en el trasplante de CTH/CPH . El primer trasplante
alogénico exitoso empleando CTH/CPH de SCU fue realizado
hace 25 afios lo cual ha permitido, junto con el establecimiento
de bancos altruistas no relacionados, incrementar el nUmero
de pacientes que se benefician con un trasplante de CTH/CPH .
Sin embargo, su uso se ha visto limitado, sobre todo en adultos
debido al bajo nimero de CTH/CPH contenidas en una unidad
de SCU. Varios grupos de investigacion se han dado a la tarea de
estudiar a fondo las condiciones idéneas de cultivo celular para
mantener y expandir a las CTH/CPH sin perder sus caracteristicas
bioldgicas originales. El conocimiento adquirido durante estos
afios ha permitido ampliar el uso de la CTH/CPH provenientes
de SCU en diferentes patologias. Las nuevas investigaciones que
actualmente se estan llevando a cabo, tanto in vitro como in vivo
son necesarias para su aplicacion clinica. En este trabajo se hace
un abordaje sobre los avances en el conocimiento y aplicacion
de las CTH/CPH provenientes de SCU, asi como al estado que
guarda este tema en nuestro pais.

Palabras Claves: Sangre de Cordon Umbilical, Células Troncales
Hematopoyéticas, Células Progenitoras Hematopoyéticas,
Trasplante Hematopoyético.
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ABSTRACT
In 1986, Broxmeyer showed that umbilical cord blood (UCB) was a
rich source of Hematopoietic Stem Cells (HSC) and Hematopoietic
Progenitors Cells (CPH), allowing their use in transplantation
CTH / CPH. The first successful allogeneic transplant using CTH
/ CPH SCU was done 25 years ago which has allowed with the
establishment of altruistic unrelated banks, increasing the
number of patients who benefit from transplantation CTH
/ CPH. However, its use has been limited, especially in adults
due to the low number of CTH / CPH contained in a unit
SCU. Several research groups have studied the cell culture
conditions appropriate for maintaining and expanding the CTH
/ CPH without losing their original biological characteristics. The
knowledge gained over the years has enhanced the use of CTH
/ CPH from SCU in different pathologies. New research currently
being undertaken, both in vitro and in vivo are needed for
clinical application. In this paper, an approach to on advances in
knowledge and application of CTH / CPH is done from SCU and
the state that keeps this in our country.
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Abreviaturas

CPH: Células Progenitoras Hematopoyéticas
CTH: Células Troncales Hematopoyéticas
MO: Médula Osea

SCU: Sangre de Cordén Umbilical

SNC: Sistema Nervioso Central

SPM: Sangre Periferica Movilizada

Introduccién

Han transcurrido ya 25 aflos desde que se realizd el primer
trasplante de Células Troncales Hematopoyéticas (CTH/CPH)
de Sangre de Corddn Umbilical (SCU) para tratar a un nifio con
anemia de Fanconi utilizando la SCU de su hermana. Sin embargo,
son pocos los pacientes que tienen un hermano recién nacido
compatible. Es por esto que surge la creacion del primer Banco
de Corddn Umbilical (BCU) en el afio de 1992, en la ciudad de
Nueva York [1]. Desde entonces, se ha demostrado las ventajas
de las CTH/CPH provenientes de la SCU en comparacion al uso
de las CTH/CPH provenientes de Médula Osea (MO) y de Sangre
Periférica Movilizada (SPM), entre las que podemos mencionar:
a) la extraccién no dolorosa y sin riesgo para la madre ni al recién
nacido; b) no se requiere la completa compatibilidad con el
receptor, c) existe una gran cantidad de donadores potenciales y
d) disponibilidad inmediata [1].

El progreso en el trasplante con CTH/CPH ha
sido resultado de los avances alcanzados inicialmente en
la investigacién basica para su posterior aplicaciéon en Ia
investigacion clinica. El conocimiento adquirido ha permitido
expandir el uso de la CTH/CPH provenientes de SCU en
diferentes patologias. Sin embargo, es necesario continuar con
las investigaciones, tanto in vitro como in vivo para su posterior
aplicacién futura. En esta revision se hace mencion sobre
los avances en el conocimiento y aplicacién de las CTH/CPH
provenientes de SCU, con atencidn al estado actual sobre este
tema en México.

Estado actual de los estudios in vivo e in vitro en el uso de CTH/
CPH de sangre de cordén umbilical

A raiz del descubrimiento de desdérdenes oncohematoldgicos y
otras patologias en la poblacién humana asi como el creciente
éxito en el trasplante de CTH/CPH obtenidas de SCU, existe
la necesidad de continuar con las investigaciones alrededor del
uso de las CTH/CPH . El empleo de modelos animales (in vivo)
e in vitro (cultivos celulares) para el estudio de las CTH/CPH ha
permitido ahondar en el conocimiento de los mecanismos que
intervienen en el comportamiento, movilizacidn, diferenciacion
y desarrollo, con el objetivo de puntualizar mejores estrategias
que permitan conocer aspectos aun no bien definidos. En esta
seccion se abordan las recientes evidencias de los estudios a

nivel de laboratorio que han sido realizados en pro del avance
cientifico alrededor del estudio de las CTH/CPH.

Estudios in vivo

Actualmente, los modelos animales de laboratorio son
herramientas que por excelencia, han sido empleadas antes de
su aplicacién en la clinica. Diversos modelos han sido utilizados
en el estudio de CTH/CPH obtenidas de SCU, dentro de estos los
masrecurridos se encuentran los ratonesinmunocomprometidos
o irradiados y los conejos inmunocompetentes. En la tabla 1 se
muestran los diferentes modelos animales y el estudio en los
que han sido empleados asi el aporte que tienen en los estudios
a nivel clinico. En base a estos estudios realizados se ha podido
esclarecer los mecanismos que conducen a la colonizacidn,
expansion y regulacion del desarrollo hematopoyético. En los
estudios realizados por Amberg y col., se logré demostrar que la
infusion via aortica presenta mayor eficacia en el éxito del injerto
de CTH/CPH. Estos estudios sientan las bases de estudios a nivel
clinico [3]. Por otro lado, Su y col., demostraron en ratones
(NOD/SCID), una mejor capacidad de injerto y la reconstitucion
multi-linaje, utilizando células cultivadas en presencia de
BMP-2 y BMP-7 a diferentes dosis sobre la expansién, esto
comparado con células cultivadas en condiciones estandar [4].
Los resultados obtenidos pueden ayudar a mejorar los sistemas
de cultivo existentes.

ArienZacayycol.,estudiaron el efectoneuroterapéutico,
utilizando una dosis Unica de CTH/CPH via intravenosa (IV)
en modelo de ratén, demostrando una mejoria en el déficits
neuroconductual, ampliando asi la ventana terapéutica para el
tratamiento de la lesidn cerebral traumatica [5].

Estudios in vitro

Los cultivos celulares son y han sido las herramientas
primordialmente empleadas en los estudios de diferenciacion
y desarrollo de CTH; asi como para conocer los mecanismos
moleculares implicados en los procesos de diferenciacién y
comportamiento a estimulos externos. (Tabla 2).

El empleo de ciertas citosinas hematopoyéticas,
factores de crecimiento, células estromales (ejem. Células
Troncales Mesenquimales) y morfogenos han demostrado que
pueden ayudar a mejorar los sistemas de cultivo existentes para
su posterior uso en la clinica.

Uso terapéutico de las células provenientes de SCU

Los avances en la investigacion bdsica en materia de trasplantes
en modelos animales, han permitido aplicarlo en ensayos
clinicos controlados, en diferentes patologias. En el caso de la
terapia celular, diversas investigaciones han demostrado que
la administracion intralesional o intravenosa de las células
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provenientes de SCU sin ninguna manipulacion ex vivo podrian
tener un papel potencial para regeneracion de tejido dafiado
[12-15].

Tabla 1. Estudios recientes en materia de células hematopoyéticas de SCU
utilizando modelos in vivo.

Modelo animal Estudio realizado Referencia

Identificacionde moléculasquimicamente]
relacionadas que estimulan la expansion|
Ratones ex vivo de células de sangre de cordon
inmunocomprometidos |capaces de reconstituir la hematopoyesis|
humana durante al menos 6 meses en|
ratones inmunocomprometidos.

[2]

Estudio del éxito en el trasplante
células de corddn umbilical de forma

Ratones supraselectiva intraarterial (via aorta) en (3]
la arteria iliaca en ratones.
Estudio del éxito en el trasplante
Conejos células de cordén umbilical de forma (3]

supraselectiva intraarterial en la arteria
femoral (FNA) en conejos.

Evaluacion del potencial hematopoyético
en la reconstitucion de las células CD34|
+ derivadas de cordén umbilical tratados|
con proteinas morfogénicas dseas.

Ratones irradiados
inmunodeficientes

[4]

Estudios de efectos neuroterapéuticos
de las células troncales hematopoyéticas|

Ratones en ratones después de lesion cerebral (3]
traumatica.
Expansion eficaz de células troncales
Ratones hematopoyéticas humanas injertadas en| (6]

inmunodeficientes la médula 6sea de ratones que expresan|

inmunodeficiencias.

Tabla 2. Estudios recientes en materia de células hematopoyéticas de SCU
utilizando modelos in vitro.

Modelo Estudio realizado Referencia

Los efectos de la 1,25-dihidroxivitamina D3 en
el desarrollo de células in vitro NK humano a| [7]
partir de células troncales hematopoyéticas.

Comportamiento in vitro de células troncales
de cordon umbilical basado en minimas| [8]
condiciones de crecimiento de citoquinas.

Estudio de los efectos individuales ]|
combinados de las células estromales [9]
mesenquimalesy citocinassobre el crecimiento|
hematopoyéticas de|ip yjtro de las células hematopoyéticas a partin
sangre de cordon  |de sangre de cordén.

(Células troncales

umbilical humano . 3
En efectos in vitro de las células del estromal

que expresan diferentes niveles de Jagged-1y|
Delta-1 sobre el crecimiento de células CD34| [10]
+ a partir de sangre del cordén umbilical
humano

Estudio de la cinética de hematopoyesis en|
cultivos a largo plazo tipo Dexter de umbilical [11]
humana de Sangre de Cordon

Recientemente, se reportaron varios estudios donde
utilizaron el trasplante de CTH/CPH autdlogas en miocardio
en pacientes con enfermedades cardiovasculares obteniendo

buenos resultados [15-17 Veinticuatro pacientes con angina de
pecho que estaban bajo tratamiento médico éptimo y que no
fueron candidatos a revascularizacion mecanica, participaron en
un estudio doble ciego, controlado dirigido por Losordo y col [16]
utilizando células CD34+, Identificaron las regiones isquémicas
pero viables de miocardio para la inyeccion de las células. En
este estudio concluyeron que la inyeccidn intramiocardica de
células CD34 + autdlogas en pacientes con angina intratable
proporciona evidencia de viabilidad, seguridad y bioactividad.
Povsic y col. [17] ampliaron dicho estudio en 444 pacientes,
obteniendo resultados similares. En otro estudio piloto de
Losordo y colaboradores utilizaron trasplante autdlogo por
inyeccién intramuscular de CTH/CPH en pacientes con isquemia
critica de las extremidades. El estudio reportd que el tratamiento
con CTH/CPH reduce las tasas de amputacidn en pacientes que
recibieron dosis altas de tratamiento (P=0.137) hasta a un 22%
[18].

En otros estudios se ha observado que el trasplante de
CTH/CPH provenientes de SCU ha sido particularmente eficaz en
eltratamientodenifnosmenoresalosdosanosde edad conciertos
errores innatos del metabolismo, como la mucopolisacaridosis,
el sindrome de Hurler y leucodistrofias, como la enfermedad de
Krabbe [19-21]. Escolar y colaboradores, utilizando trasplante
de CTH/CPH de SCU de donantes no emparentados en recién
nacidos con la enfermedad de Krabbe, observaron un cambio
favorable en la historia natural de la enfermedad en pacientes
asintomdticos, mientras que en los bebés sintomaticos no
se observd una mejoria neuroldgica sustantiva [22]. En estos
pacientes el uso de las CTH/CPH de SCU proporciona una forma
de terapia de reemplazo mediante la produccion de la enzima
faltante o defectuosa.

Otro ensayo clinico utilizando SCU autdlogo en nifos
menores de 5 afios con diabetes tipo 1 observando un mejor
control y manejo de la glucosa en sangre, con la retencién de la
produccion enddgena de insulina [23] sin preservar el péptido C
[24].

El estudio se disefid como un estudio de observacion
de 2 afos de los efectos del trasplante autologo utilizando SCU
de los niflos con diabetes tipo 1. Cada nifio fue seguido cada 3
meses durante el primer afio post-infusional y posteriormente
cada 6 meses. Se obtuvo muestra de sangre de cada paciente
para estudios metabdlicos e inmunoldgicos en cada visita.
Tiempo de diagnéstico de tipo 1 diabetes significa umbilical
infusion de sangre de cordén fue de 6 meses. Dichos ensayos
clinicos sugieren que la infusion de CTH/CPH de SCU puede
apoyar tanto en el mantenimiento y regeneracién de islotes,
asi como la restauracion del sistema inmune aberrante, pero
reconocen que es necesario evaluar por mds tiempo a los
participantes con el fin de obtener informacién concluyente de
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la eficacia de la infusidn autdloga de sangre de cordon umbilical
en la diabetes tipo 1[23].

Por otro lado, la presencia de células mesenquimales
en la SCU y MO, también han sido empleadas en ensayos
clinicos, en pacientes adultos con enfermedades neuroldgicas
degenerativas o dafio de la médula espinal; sin embargo, se
han observado mejores resultados en la aplicacion terapéutica
hematoldgica en nifios en la restauracion de funciones de los
tejidos dafiados en pacientes con diabetes, con encefalopatia
hipoxico-isquémica neonatal, autismo y pardlisis cerebral [25-
28].

En el caso de las lesiones hepaticas, Zhang vy
colaboradores [29] realizaron un ensayo clinico en 30 pacientes
con hepatitis B cronica los cuales recibieron una transfusion de
células mesenquimales derivadas de SCU. En dicho estudio no se
observaron efectos secundarios o complicaciones significativas.
Sin embargo, se observé una mejoria en la funcién hepaticay la
ascitis disminuyd significativamente. La terapia con MSC derivada
de SCU también ha sido segura y beneficiosa en el tratamiento
de los pacientes con insuficiencia hepatica aguda asociada con
la infeccidn del virus de hepatitis B. Las transfusiones de MSC
derivadas de SCU han aumentado de manera significativa las
tasas de supervivencia en los pacientes [30].

La regeneracién de la microvasculatura pulmonar
es una estrategia terapéutica prometedora para restaurar
la hemodinamica pulmonar en pacientes con hipertension
arterial pulmonar (HAP) avanzada. La evidencia en modelos
experimentales de enfermedad vascular pulmonar ha sugerido
que las MSC puede también inducir la regeneracion de los
microvasos pulmonares. La administracién de MSC puede ser
una opcion terapéutica para la HAP [31]. A pesar de los avances
en la biologia de las células troncales, ain existen una serie
de obstaculos que hay que superar, incluyendo la dificultad de
expansion ex vivo, la baja eficiencia de mantenimiento después
del trasplante (<5% de las células trasplantadas se conservan
después de trasplante), y su destino incierto in vivo [32].

Para algunos de los campos de la terapia celular, el
paso de la investigacion pre-clinica a la practica clinica requiere
del suministro eficaz de células para el paciente humano.
Para el tratamiento de algunas enfermedades, se requiere de
la innovacién en enfoques terapéuticos. Por ejemplo, las CTH
se trasplantan generalmente a pacientes humanos a través
de la infusion por via intravenosa (VI), la misma ruta usada
en estudios con roedores, mientras, que en el tratamiento a
nivel de sistema nervioso central no se presenta dicho acceso
conveniente para el traspaso celular o un entorno permisivo
para la distribucién de células por difusion y hemodinamica.
La barrera hemato-encefdlica es el mayor obstidculo para
el suministro de la terapia celular desde el compartimiento

intravascular, por lo que los avances de las investigaciones en
el tratamiento de las enfermedades a nivel de sistema nervioso
como el Alzheimer y el Parkinson permanecen en etapa pre-
clinica. Uno de los grandes problemas que presenta la terapia
celular en este tipo de enfermedades es el tamafo celular, las
cuales son mucho mas grandes que el poro del tejido del SNC.
Con la inyeccion de una suspensién celular, las células son mas
propensas a permanecer dentro del espacio potencial creado por
la deformacion mecanica de la canula de inyeccidn que se utiliza
para introducir dichas células, mientras que el fluido portador
se dispersa en todo el intersticio [33]. A menos que se pueda
“aleccionar” células para migrar a través del espacio intersticial
para dispersar especificamente dentro de la region de destino,
se debe desarrollar dispositivos quirdrgicos y técnicas para que
“manualmente” se puedan distribuir los injertos celulares [34].
Los avances en la investigacién de la biologia celular han
demostrado que ciertas células troncales por si mismas pueden
tener la capacidad innata para migrar a las regiones dafiadas
dentro del cerebro, [34-37] y tal vez, algun dia, podrdn utilizarse
en la terapia dirigida. Es necesaria la estrecha colaboracion de la
comunidad cientifica bdsica y comunidad clinica para facilitar el
paso de la investigacion preclinica a la terapia clinica.

Aplicacion clinica de las CTH/CPH de SCU

La SCU es considerada como una fuente rica de CTH/
CPH , importante para su uso en el trasplante de células
hematopoyéticas. Las CTH/CPH de SCU tiene la capacidad de
dar lugar a tejido hematopoyético, epitelial, tejidos endoteliales
y neuronales. Recientemente, la aplicacién de la terapia celular
utilizando SCU ha extendido su utilidad clinica, en particular,
mediante el uso de CTH/CPH de SCU autdloga en nifios
con enfermedades hematoldgicas malignas o no malignas,
enfermedades hereditarias, metabdlicas, enfermedades
autoinmunes y enfermedades neuroldgicas [1, 38-45].

Sin embargo, la dosis baja de células disponible en las
unidades SCU es la principal limitacion de su uso generalizado
en pacientes adultos con neoplasias malignas hematoldgicas.
No obstante, el trabajo realizado por Brunstein y colaboradores
en 2010 establecié firmemente la posibilidad de combinar dos
unidades de SCU, para superar la limitacion de celularidad en la
realizacidn de trasplante Unico en los pacientes adultos [40]. En
la tabla 3 se muestra el uso actual mas frecuente de la SCU en la
terapia clinica.

Expectativas del uso de las células troncales en México

El uso de las células troncales en México ha provocado gran
expectacién en nuestra sociedad en general y en nuestra
comunidad cientifica, en particular, hoy en dia, por la difusién
por radio, television oimos hablar frecuentemente de las
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Tabla 3. Indicaciones terapéuticas frecuentes de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

cerebro adulto.
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“células madre”, de la clonacidn y principalmente de los bancos
de sangre de cordon umbilical. Por otro lado en muy pocos afios,
el nimero de cientificos trabajando en nuestro pais en esta area
se ha incrementado considerablemente.

Hace mas de 15 afios, México entrd en esta area de la
investigacion biomédica a través de la participacion y el trabajo
de algunos investigadores, que en ese entonces, eran muy pocos,
sin embargo a lo largo de este de este tiempo, dichos grupos han
crecido y se han fortalecido. La investigacion en el tema de las
células troncales se inicid en México en la década de los 90’s.
unos de los grupos pioneros y con mayor trayectoria es el del Dr.
Luis Covarrubias, en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
Sus primeros estudios, publicados en 1995, coincidieron con la
demostracion de la existencia de células troncales neurales en el
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hematopoyéticas de sujetos adultos.
Estos descubrimientos, impulsaron
el uso de la SCU en trasplantes
hematopoyéticos en  pacientes
adultos.

Desde el 2003, en el
Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM, el Dr. lvan Velasco y la Dra.
Diana Escalante-Alcalde, trabajan
con células troncales del sistema
nervioso central de roedores.

El grupo del Dr. René
Drucker, también del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM,
desde hace varios afnos ha estado
interesado en el estudio de Ia
neurogénesis en el cerebro adulto y
las células precursoras neurales que
participan en ella.

Dentro de los grupos de
investigacion interesados en el
estudio de las células hematopoyéticas, se encuentra en Dr.
Jorge Vela Ojeda, del hospital de especialidades Centro Medico
“la Raza” IMSS quien tiene especialidad en Hematologia, y
esta involucrado en la realizacidn los trasplantes alogénicos de
células hematopoyéticas en la leucemia mieloblastica aguda,
entre otros estudios.

En el Norte y Noroeste del pais se han establecidos
varios grupos de investigacién tales como el grupo del Dr.
Oscar Gonzalez-Pérez (Universidad de Colima) quien trabaja
en la caracterizacion de células neurales adultas de roedores y
humanos en el cerebro adulto; los doctores Ortufio Sahagun y
Gudifo Cabrera en Guadalajara, que trabajan en la diferenciacién
de precursores neurales.Por su parte, grupos en Monterrey y
San Luis Potosi estan buscando establecer nuevas condiciones
para el cultivo de CTH/CPH y adipociticas [46].
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El trasplante de CTH/CPH en México

Antes de abordar el tema de los trasplantes en México, es
importante definir el concepto de trasplante, asi como se
mencionan las principales fuentes de obtencién de CTH/CPH .

El trasplante de CPH es un procedimiento en el que las
CPH son infundidas para restaurar la funcién de la MO, afectada
parcial o completamente por enfermedades propias de la MO o
como consecuencia de una alteracion secundaria.[47]

Dependiendo del origen de las CPH, los trasplantes
pueden ser autélogos o alogénicos.

En el trasplante autdlogo, los pacientes reciben
sus propias CPH, las cuales deben ser cosechadas antes del
acondicionamiento. En el trasplante alogénico, los pacientes
reciben las CPH de un individuo de la misma especie, puede
provenir de un donador relacionado (familiar) o no relacionado.
Actualmente existen tres fuentes de obtencién de CTH/CPH:
MO, SPM y SCU.

La MO es el principal érgano hematopoyético, y las
CTH/CPH se obtienen mediante mdltiples punciones en ambas
crestas iliacas posteriores. La duracion de una aspiracién de MO
es de 2 a 3 hrs. El volumen aspirado de MO va de 10 a 20 ml por
Kg de peso del donador. La dosis requerida para su uso es de 2.5
x 10 & células nucleadas por Kg de peso del receptor.

La SPM se obtiene después de la mielosupresion
inducida por quimioterapia y del uso de factores de crecimiento
(GM-CSF, G-CSF) que incrementan en numero de CTH/
CPH en circulacién. La coleccidn de gran numero de células
mononucleares de SPM es posible gracias al desarrollo de
procedimientos de aféresis.

La SCU o también llamada sangre placentaria, es
obtenida después del alumbramiento (normal o cesaria), en
mujeres sanas. La SCU se emplea principalmente en pacientes
pediatricos, aunque en los Ultimos afios empieza a ser utilizada
también en adultos.

Los primeros trasplantes de MO en México fueron
realizados en la década de los 80’s, por los doctores Ricardo
Sosa Sanchez del Instituto Nacional de la Nutricion (INN-SZ) y
Manuel Morales Polanco, del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) [48,49]. En la década de los 90°s los trasplantes
hematopoyéticos cobraron interés por parte de las instituciones
médicas mexicanas, siendo el IMSS es la institucion mexicana
que hoy en dia ha realizado alrededor del 60% de todos los
trasplantes en nuestro pais [48]. En el afio 1999 se dio inicio
a un programa denominado TANM (Trasplantes Alogénicos No
Mieloablativos) en Monterrey y Puebla usando un esquema
novedoso, accesible y de bajo costo, que emplea fludarabina,
ciclofosfamida y busulfan, este programa ha demostrado ser
util para trasplantes en nifios y adultos y han observados
resultados similares a lo de los esquemas tradicionales de

acondicionamiento pretrasplante. Debido a las ventajas de este
programa varias instituciones del pais (Centro Medico la Raza
del IMSS vy el Instituto Nacional de Cancerologia) lo usan y se
ha adoptado como método de referencia por el grupo LACOHG
(Latin-American Cooperative Onco-Hematology Group). [50]

En cuanto al trasplante de SCU, la experiencia en México
es todavia poco comun. Este tipo de trasplantes se realiza en
contadas instituciones, sin embargo, es importante destacar
que esta practica va en aumento. Las instituciones que han
llevado acabo trasplantes de SCU son el Hospital Universitario
de Monterrey, el Centro de Hematologia y Medicina Interna de
Puebla, Hospital Angeles de Puebla, Hospital Infantil de México
Federico Gémez, Instituto Nacional de Cancerologia, Centro
Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Nacional de Pediatria,
Hospital Civil de Guadalajara, Hospital ABC, Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y de la Nutricién “Dr. Salvador Zubiran”.

En nuestro pais se cuentan con 4 bancos publicos de
importancia nacional tales como en el Centro Nacional de la
Transfusién Sanguinea (CNTS), Centro Médico Nacional “la Raza”
del IMSS, Hospital Universitario de la Universidad Auténoma de
Nuevo Ledny en el Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia
Epidemioldgica (INDRE). El Centro Nacional de la Transfusion
Sanguinea, cuenta con el banco de SCU con un inventario de mas
de 1000 USCU disponibles para trasplantes y ha entregado mas
de 300 unidades de las cuales el 80% de los receptores fueron
pediatricos, siendo la leucemia linfocitica aguda la enfermedad
mas frecuente [51].

Conclusion

El trasplante de CTH/CPH provenientes de SCU es una opcion
terapéutica, con varias probables aplicaciones que aun se
encuentran en estudio. En la actualidad la SCU es la principal
fuente de CTH/CPH empleada para el tratamiento de desérdenes
onco-hematoldgicos. Los avances en la caracterizacion vy
expansion de las CTH/CPH presentes en la SCU han permitido
ampliar su aplicacion en trasplantes pediatricos y no pediatricos.
Los verdaderos alcances de sus beneficios o complicaciones
en su empleo aun faltan por determinarse, sin embargo, la
accesibilidad de las células mas primitivas y el uso de los
modelos in vitro e in vivo han permitido definir algunos de los
mecanismos que intervienen en la regulacion de los patrones de
diferenciacion temprana de las CTH/CPH.
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lamedicina, artey medicinay un vocabularioinglés-espafiol
de términos médicos. Debido a lo multidisciplinario de estos
temas, se cubre una amplia gama de actividades médicas,
procedimientos de laboratorio y actividades desarrolladas
en las facultades y hospitales. Los editoriales sélo se
consideraran por invitacién.

La aceptacion de publicar un trabajo es decisién
exclusiva del comité editorial. Los manuscritos deben
acompafiarse de una carta cediendo los derechos
editoriales a la revista, asegurando que no han sido
publicados en otras revistas; ninguna publicacion parcial o
total del material enviado puede ser publicada o empleada
en otro sitio sin autorizacidon expresa de la revista. Los
articulos en inglés deben ser previamente revisados por
un corrector de estilo que tenga experiencia en el campo
médico y/o bioldgico; en caso necesario en la oficina de la
Revista se pueden obtener nombre y direccion de algunos
expertos.

de revisidon comunicaciones

Toda correspondencia o escrito debe dirigirse a:

Revista Médica de la Universidad Veracruzana

Instituto de Ciencias de la Salud.

Av. Dr. Luis Castelazo Ayala s/n.

Col. Industrial las Animas.

C. P. 91190, Xalapa, Veracruz, México.

Tel. (228)8418925, fax (228)8418926.

Correos electrdnicos: revista_medica@uv.mx
rev_meduv@hotmail.com

Todos los manuscritos deberdn enviarse en original
y dos copias, acompanados de un disquete o CD que
contenga la versién original en Microsoft Word, con letra
Times New Roman 11, a doble espacio, en papel blanco
tamano carta por una sola cara, y las figuras en archivos
JPG.

Cada seccién o componente del manuscrito
debe iniciar en una nueva pagina siguiendo la siguiente
secuencia: (1) pagina del titulo, (2) resumen y palabras
clave, (3) texto, (4) agradecimientos, (5) referencias, (6)
cuadros (cada uno en una pagina con su titulo y pies por
separado en otra hoja) y (7) pies de figuras. Todas las
paginas deben ir numeradas, incluyendo la pagina del
titulo, cuadros, figuras y referencias. Deben incluirse los
permisos para reproducir material publicado previamente
o para ilustraciones que puedan identificarse a alguna
persona.
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Pagina del titulo

El titulo debera escribirse en espafiol e inglés. En esta
seccion deben incluirse los nombres completos de los
autores, grados académicos sin abreviaturas, la institucion
a la que pertenecen y fuentes de apoyo recibido. En la
parte inferior debe sefialarse nombre, direccidon, apartado
postal y teléfono, asi como correo electrénico del autor
responsable, a quien se le enviara cualquier notificacion,
pruebas de galeras y solicitud de sobretiros.

Resumen y palabras clave

Articulos originales: el resumen y el abstract deben ser
menores de 250 palabras y deberan estructurarse con los
subtitulos: introduccion, objetivos, material y métodos,
resultados y conclusiones. Al final debe incluirse una lista
de tres a cinco palabras consideradas como clave para la
publicacion.

Articulo de revision: el resumen y el abstract deben ser
menores de 250 palabras. Al final debe incluirse una lista
de tres a cinco palabras consideradas como clave para la
publicacion.

Texto

Cada parte debe iniciar en una pagina por separado
manteniendo el siguiente orden: introduccidn, materiales
y métodos, ética, resultados, discusién y, cuando sea
necesario, conclusiones y recomendaciones. Aconsejamos
evitar la jerga exagerada de la especialidad, asi como el
abuso de las iniciales. Las instrucciones se presentan de
acuerdo con el International Commitee of Medical Journal
Editors que se publicé en el Ann Intern Med 1982: 96 766-
71y en el Br Med J. 1982; 284: 1877-90. Los nombres de
equipo y farmacos deben hacer referencia a la compaiiia
con su nombre completo. En caso de medicamentos,
los nombres genéricos deben ir seguidos del nombre
comercial entre paréntesis.

Bibliografia

Las referencias bibliograficas deben numerarse en el
orden que fueron citadas en el texto y usar para su
identificacién numeros ardbigos como superindices. La lista
de referencias también debe ir a doble espacio. Cuando
haya mas de 4 autores, se escribird sélo el nombre del
primero seguido por: y cols. Deberdn apegarse a las
normas del Index Medicus http://www.encolombia.com/
medicina/infectologia/infectologiad100sup-requisitos3.
htm, como es el caso de las abreviaturas de revistas. Las
comunicaciones personales y los resultados no publicados
deben incorporarse al texto y no como referencias.

Cuadros
Deben contener los resultados mas importantes. Sus
titulos y pies deben ir en pagina aparte.

Figuras

Las figuras e ilustraciones deben ir en papel ilustracién,
papel albanene o equivalente. Las fotografias deben ser
impresas en alto contraste, en blanco y negro y ser de
tamafio postal (127 x 173 mm). Todas las figuras y fotos
deben ir debidamente identificadas en su parte posterior
con una etiqueta adherible, no escribir directamente sobre
las figuras o fotografias. Toda figura debe ir acompafiada
de su texto o pie en hoja aparte.

Los articulos aceptados seran sometidos a una
revision editorial que puede incluir, en caso necesario,
la condensacion del texto, la correccién del estilo y la
supresion o adicion de cuadros, ilustraciones y anexos, sin
modificarse el sentido del articulo.

La aceptacion de los articulos serd comunicada
por escrito a los autores en un periodo no mayor a un mes
desde la fecha de recepcion. Para ello, deberan indicar
claramente la direccidn, teléfono, fax, correo electrénicoy
domicilio donde laboren los autores principales.
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