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Resumen

Las células madre mesenquimales (CMM) son un tipo de células pluripotentes, en forma de
huso, con la capacidad de diferenciarse en condrocitos, osteocitos y adipocitos, entre otros.
Estas células pueden ser obtenidas a partir de la médula ¢sea, el tejido adiposo o la sangre de
cordén umbilical, lo que ha permitido estudiar sus propiedades estructurales y funcionales. Aun
cuando la médula ésea ha sido la principal fuente de las CMM, se ha encontrado que existen
aspectos que dificultan su uso, entre ellos una limitada tasa de crecimiento, la variacion en la
capacidad de diferenciacion de acuerdo con la edad del donante y el riesgo del procedimiento
para la toma de la muestra. Por ello, los estudios en el tejido adiposo y la sangre de corddn
umbilical han aumentado, asi como también de los métodos actualmente empleados para
la extraccién de CMM en todas las fuentes. En la actualidad, se conoce que estas células
presentan una gran capacidad inmunomoduladora, por 10 que ha generado diversos estudios
preclinicos y clinicos para su posible uso como tratamiento en personas con enfermedades
autoinmunes y la enfermedad de injerto contra huésped en pacientes trasplantados.
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) are a type of spindle-shaped pluripotent cells with the ability
to differentiate into chondrocytes, osteocytes, and adipocytes, among others. These cells can
be obtained from bone marrow, adipose tissue or umbilical cord blood; this fact has allowed to
study its structural and functional properties. Although bone marrow has been the main source
of MSC, it has been found that there are aspects that hinder its use, including a limited growth
rate, variation in the capacity to differentiate according to the bone marrow donor’s age, and
risk in the sampling procedure. Therefore, studies in adipose tissue and umbilical cord blood
have increased, as well as in methods currently used for the extraction of MSC from all sources.
Currently, these cells are known to have a high immunomodulatory capacity; for that reason,
this has generated several preclinical and clinical studies for their possible use as treatment in
people with autoimmune diseases and graft-versus-host disease in transplant patients.

Introducciéon

Las células madre mesenquimales (CMM) son un tipo de células pluripotentes en forma de
huso, con la capacidad de diferenciarse en condrocitos, osteocitos, adipocitos, entre otros.
Estas células pueden ser obtenidas a partir de la médula ¢sea, el tejido adiposo o la sangre de
corddn umbilical (CU), o que ha permitido estudiar sus propiedades estructurales y funcionales

(1]

Aunqgue en un principio, su principal medio de obtencion era la médula 6sea, hoy se obtienen
preferiblemente de tejido adiposo y del CU. Su aislamiento basicamente se debe a su
capacidad para adherirse al plastico. La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT,
por sus siglas en inglés) les ha otorgado el nombre de células estromales mesenquimales y
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ha impuesto una serie de criterios que estas deben cumplir para ser llamadas de esta forma.
Por ejemplo, deben adherirse al plastico mientras son cultivadas y presentar la forma de huso
que las caracteriza. Segundo, deben tener un inmunofenotipo especifico, caracterizado por
la expresion de moléculas en su superficie como CD105, CD73 y CD90, y la no expresion de
CD45, CD34, CD14, CD79 alfa, cuyas funciones seran descritas mas adelante, y moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés). Por ultimo, in vitro
deben diferenciarse en osteoblastos, condrocitos y adipocitos [2] [3].

En la actualidad, se sabe que presentan una gran capacidad inmunomoduladora, por lo que
su posible uso en terapias de tratamiento para enfermedades autoinmunes y la enfermedad de
injerto contra huésped en pacientes trasplantados ha generado diversos estudios preclinicos y
clinicos para tratar de entender cual es la funcion especifica que cumplen en la regulacion de
la respuesta inmunoldgica [2].

En algun momento se sugirié que estas células debian ser llamadas sefializadores medicinales,
debido a la amplia gama de sustancias con propiedades inmunomoduladoras que ellas
secretan. Entre estas estan el factor de crecimiento de hepatocitos (HFG, por sus siglas en
inglés), laindoleamina 2,3-dioxigenasa (IDO), la interleucina 10 (IL-10), y el factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1, por sus siglas en inglés) [4].

Esta revision busca explicar como se obtienen estas CMM de los distintos tejidos anteriormente
mencionados y los mecanismos implicados en la regulacion de la respuesta inmune en los
cuales participan.

Fuentes para la obtencion de CMM

La médula 6sea ha sido la principal fuente de obtencion de las CMM, pero se ha encontrado
que el producto presenta una limitada tasa de crecimiento, una variacion en la capacidad de
diferenciacion de acuerdo con la edad del donante y riesgo en el procedimiento para la toma
de la muestra. Por ello, han aumentado los estudios en otros tejidos, principalmente el tejido
adiposo y la sangre de CU [5] [6].

Médula 6sea

Aunqgue existen muchas investigaciones sobre meétodos para obtener estas células a partir de
médula osea, una de las mas recientes fue llevada a cabo por Gudleviciene y colaboradores
[7]. Dicho grupo desarrollé un estudio piloto para evaluar dos métodos de extraccion de CMM
de médula 6sea. Lo anterior se debid a que usualmente se requieren volumenes muy grandes
para llevar a cabo dicha extraccion [8].

Con el primero, se aspiraron 60 mL de médula 6sea, usando 10 tubos de venopuncion de 6 mL
con heparina de litio y se procesaron mediante centrifugacion a través del gradiente de Ficoll
(CfFG, por sus siglas en inglés). Se diluyeron (1:1) con medio estandar 1640 RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) y se transfirieron a tubos de centrifuga coénicos de 50 mL en gradiente de
Ficoll (proporciéon 1:3 de Ficoll y de médula 6sea). La centrifugacion se realizé durante 20 min
a 300 g. Posteriormente, se recogieron las células mononucleares en un anillo blanguecino y
se transfirieron nuevamente a tubos de centrifugacion conicos de 50 mL; se lavaron dos veces
con 20 mL de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) que contenia 10 % de suero
fetal bovino (SFB). Se contaron las células mononucleares con la camara de recuento Burker y
se colocaron en matraces ventilados de 175 cm? a una densidad de células redondas de 100
x 108/matraz. Las células se cultivaron en la incubadora durante 24 horas en medio DMEM que
contenia 10 % de SFB, bajo condiciones estandar de 5 % de CO, y 37 °C [7].

Con el segundo método, se extrajeron 6 mL de médula 6sea (un tubo de venopuncién de 6 mL).
Estos se transfirieron a un tubo de centrifugaciéon coénico de 50 mL y se afiadié amortiguador
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de lisis de eritrocitos (RBC, por sus siglas en inglés), en la proporcion 1:5. El tubo se mezclé
manualmente durante 1 minuto y se centrifugd inmediatamente por 5 min a 480 g. Posteriormente,
se desechd la capa superior y se resuspendid el sedimento con 5 mL de medio RPMI 1640 y
se lavo dos veces usando centrifugacion bajo las mismas condiciones. Finalmente, el volumen
total de pellets se resuspendid y se transfirid al matraz ventilado de 175 cm?. Se cultivo en la
incubadora durante 24 horas en medio DMEM que contenia 10 % de SFB, bajo condiciones
estandar de 5 % de CO, y 37 °C [7].

En ambos métodos, después de 24 horas se retird el medio y las células se lavaron con
solucion salina amortiguada con fosfato (PBS, por sus siglas en inglés). Se utiliz6 medio para
células madre basal (humano), que contenia 10 % de SFB especial para CMM humanas para
el subsecuente cultivo. El medio se cambié cada 3 a 4 dias. Cuando las células adherentes
alcanzaron confluencia, se trataron con tripsina-AEDT (acido etilendiaminotetraacético), se
lavaron dos veces con PBS, se contaron y se distribuyeron en matraces nuevos de 175 cm? a
una densidad de 2 x 10%frasco. Luego, se incubaron en las mismas condiciones (5 % de CO,
y 37 °C) (pasaje 0 o PO). En este estudio el proceso de tripsinizacion se repitié dos veces, una
vez para la formacion de la segunda monocapa (pasaje 1) y otra para la tercera (pasaje 2). Las
CMM de los ocho donantes se expandieron hasta la tercera monocapa. Después, se calculo el
numero total de células, y se recogieron para el analisis por citometria de flujo [7].

El calculo del numero CMM se determind usando una camara de recuento de Burker en cada
pasaje y se expreso en términos de numero de células absoluto. El analisis inmunofenotipico
de CMM se llevd a cabo utilizando el analisis de identificacion basado en citometria de flujo
de seis colores. Las CMM se identificaron usando siete marcadores clave: CD105+ (endoglina,
glicoproteina que forma parte del complejo del receptor del TGF-f), CD73+ (5’ectonucleotidasa,
relacionada con mecanismos de adhesion celular), CD90+ (antigeno de timocito-1, marcador
de precursores mesenquimales tempranos) [9], CD14- (receptor de lipopolisacéaridos, que se
expresa especificamente en células mielomonociticas), CD34- (expresada selectivamente en
las células madre precursoras de la hematopoyesis), CD45- (antigeno comun de leucocitos y
proteina constitutiva de todas las células hematopoyéticas) y HLA-DR- (rol fundamental en la
respuesta inmune, al presentar los péptidos antigénicos al linfocito T cooperador) [10].

Con ambos métodos, se alcanzaron las posibles dosis terapéuticas en el mismo periodo: 1,4 x
108 células se obtuvieron después de 29 dias, por el método CfFG, y 8,7 x 10" de CMM después
de 27 dias, usando lisis de RBC. No hubo diferencias estadisticamente significativas entre estos.
Con ello, los autores demostraron que con el uso de la lisis de RBC puede aislarse una cantidad
eficiente de CMM humanas a partir de pequefios volimenes (solo 6 mL) de médula dsea en
comparacion con los volumenes mas grandes normalmente usados (60 mL) y la centrifugacion
en gradiente de Ficoll [7].

Tejido adiposo

El tejido adiposo se deriva del mesodermo embrionario, cuya formacion se presenta en el
segundo trimestre del embarazo. Recientemente se ha demostrado que contiene células madre
multipotentes, que pueden diferenciarse hacia linajes especificos tales como el adipogénico, el
condrogénico, el osteogénico, el miogénico y el neurogénico [11].

Macroscopicamente se distinguen cinco tipos de tejido adiposo [12]:
1. Médula 6sea, que ocupa el espacio no necesario para la hematopoyesis.

2. Grasa parda, que es muy termogénica. Rodea 6érganos mayores en el recién nacido para
luego desaparecer en el adulto.

3. Tejido graso mamario, que provee nutrientes y energia durante la lactancia, y es regulado
por hormonas del embarazo.



Tecnologia en Marcha, i‘
Vol. 31, N.° 3, Julio-Setiembre 2018 33

4. De soporte mecanico, que se encuentra en la grasa orbitaria, en la palma de la mano y
en la planta de los pies. No presenta mayores cambios ante la influencia hormonal.

5. Grasa blanca, que provee energia y aislamiento. Es reconocido actualmente como un
érgano endocrino que secreta adiponectina, leptina y otras adipoquinas con efectos
fisiolégicos. Es el que presenta mayores cambios en volumen a lo largo de la vida.

Este tejido posee la habilidad de cambiar de volumen durante la vida de un individuo. Los
cambios menores son por hipertrofia celular, mientras que los mayores son por hiperplasia y
aumento de la vascularizacion. Estos cambios estan mediados por una poblacion de células
troncales multipotentes, con propiedades similares a las obtenidas de la médula ¢sea [13].

Considerando la incidencia de obesidad en la poblacién actual, esta es una fuente abundante y
accesible. Ademas, ha provocado menos controversia en lo relacionado con factores bioéticos.
Se ha visto que podria utilizarse como terapia celular regenerativa. Consistiria en una estrategia
integral mas l6gica y eficaz, pues seria capaz de aportar no solo células madre, sino también
diversas moléculas activadoras y reguladoras, producidas o inducidas por ellas. Estas tendrian
la capacidad para favorecer la diferenciacion de las células implantadas y estimular el desarrollo
de las células propias del tejido receptor, o que contribuiria a una regeneracion mas fisioldgica
del tejido dafiado [14] [15] [16].

La aspiracion del tejido adiposo (liposuccion-lipoaspiracion) es uno de los procedimientos
estéticos mas realizados en el mundo y, aunque su objetivo original consiste en retirar la grasa
no deseada, puede establecerse como la forma ideal de obtener células madre derivadas de
grasa (ASC, por sus siglas en inglés) autélogas, para intervenir en la regeneracion tisular [12].

Entre las ventajas de emplear este procedimiento se encuentran el ser de acceso sencillo, un
procesamiento facil de realizar; en la mayoria de personas, la posibilidad de extraer varios
mililitros de grasa sin perjuicio estético; seguro, menos molesto y agresivo que las punciones
medulares (puede realizarse bajo anestesia local), y el hecho que se pueden criopreservar las
células [17]. En cuanto a seguridad, segun datos de 1994 al afio 2000, no se han reportado
muertes en 66 570 procedimientos de liposuccion y las complicaciones serias se han dado en
alrededor de 0,68 por 1000 casos [12].

La lipoaspiracion se realiza a nivel del tejido blanco del tronco y extremidades. Sin embargo,
hay estudios que demuestran contradiccion en la abundancia de células en estos sitios. Las
areas del tronco presentan un 22 % mas de ASC que las extremidades [18]. Asimismo, la
capacidad proliferativa celular es alta en todos los depdsitos grasos de pacientes jovenes, a
diferencia de los de edad avanzada, donde es mayor en las extremidades [19].

Segun la bibliografia encontrada, los diversos métodos confluyen en las siguientes etapas
generales: Se comienza con una liposuccion al paciente bajo anestesia local o sedacion,
0 mediante la toma durante una cirugia de abdominoplastia. A continuacion, la muestra es
colocada en tubos respectivos, los cuales se rellenan con igual volumen de suero fetal bovino y
se somete a centrifugacion, con el fin de obtener un tejido adiposo purificado. Posteriormente,
se utiliza colagenasa para digerir la matriz extracelular a una temperatura de 37 °C y se vuelve
a centrifugar por aproximadamente 10 minutos para descartar el sobrenadante y obtener el
botén celular. Luego, se agregan algunas sustancias quimicas para eliminar detritos celulares y
colagenasa residual. Seguidamente, se determina el nimero de células viables, las cuales son
sembradas en suero fetal bovino, agregando algunos antibiéticos, a una temperatura de 37 °C
y 5 % de CO,. Se espera a que alcancen una confluencia del 70 % (aproximadamente entre
el quinto y sétimo dfa) para incubarlas con tripsina a 37 °C y disgregarlas. Se centrifugan y se
elimina el sobrenadante. Las células tripsinizadas se resuspenden en medio de cultivo para
eliminar la tripsina y para su posterior conteo, en ocasiones, en camara de Neubauer. En este
punto, se pueden emplear terapéuticamente o ser criopreservadas para su posterior uso [11]
[15] [20] [21].
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Con anestesia local se pueden obtener hasta 200 g de tejido. Un gramo de tejido adiposo
contiene 5 x 10® ASC, aproximadamente 500 veces mas que la misma masa de médula ésea
[13]. Se ha determinado que existe una concentracion de células madre de una muestra
de grasa hasta 40 veces mayor que en una de médula 6sea, 0 que le da ventajas para su
aislamiento y manipulacion a gran escala [22] [23].

Como complemento, estas células muestran una caracterizacion muy similar a las derivadas
de médula Osea, y son positivas para la expresion de moléculas de adhesion y proteinas de
membrana tales como CD29 (integrina 1), CD44 (receptor de &cido hialurénico) [24], CD90
(Thy-1: antigeno de timocito-1) [24] [25], enzimas de superficie como CD13 (aminopeptidasa)
[26], receptores de factores de crecimiento como CD71 [24], antigenos especificos como
CD105 (endoglina) [24][26], CD73 (ecto-5'-nucleotidasa) [26] [27] y STRO-1 (antigeno estromal
precursor-1) [24] [26], y marcadores especificos de moléculas de adhesion y proteinas de
membrana tales como CD34 (marcador de células hematopoyéticas) [28], CD49d (VLA-
4), CD106 (VCAM-1) y CD54 (ICAM-1) [24], conocidas por su amplia participacion en la
interconectividad celular y la respuesta inflamatoria.

No se han observado diferencias significativas entre las células derivadas de médula 6sea y
de adipocitos con respecto a la adherencia al estroma, el crecimiento, la senescencia celular,
la capacidad de diferenciarse en diferentes lineas celulares y la eficiencia de la transduccion
genética [11] [29].

Cordon umbilical

Entre las fuentes de obtencion de CMM, las que han tomado mucho auge en los ultimos afios
son los tejidos de la placenta, el liquido amnidtico, la gelatina de Wharton y el CU. El sitio
donde se encuentran principalmente las CCM es el tejido que recubre los vasos sanguineos
del CU. La sangre del CU es utilizada, pero actualmente es tépico de controversia, debido a
ciertos aspectos éticos que median en su obtencion. No obstante, se ha vuelto mas comun
guardar o donar la sangre de esta fuente para que pueda ser utilizada posteriormente. Los CU
se obtienen de su donacioén; se recogen en un frasco esterilizado y se trasladan al banco de
tejidos en un plazo maximo de 24 horas. Tras su recepcion, se mantienen en PBS a 4 °C hasta
su procesamiento [30] [31] [32].

De forma general, para aislar las células madre mesenquimales a partir de cordén umbilical
(CMM-CU), se debe lavar el corddn con PBS y cortarlo transversalmente en fragmentos de 0,5
a 1 cm. Estos se someten a digestion enzimatica durante 3 horas a 37 °C con agitacion rotatoria
en presencia de combinaciones de colagenasa 0,075 %, hialuronidasa 0,05 % o tripsina 0,125
%, y se elimina el tejido sobrante utilizando un filtro de 100 um. Luego, se determina el nimero
de células viables, para lo cual se resuspenden en DMEM con 2 mM de un medio rico en
L-glutamina, SFB 20 %, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 g/mL) y anfotericina B (0,25
mg/mL), y se cultiva la suspension en una incubadora a 37 °C y 5 % de CO,. Después de 2
dias de cultivo, se reemplaza el medio y se observa al microscopio la presencia de células
adherentes, que proliferan. Al superar la confluencia del 80 %, se trata con una soluciéon de
tripsina. Tras comprobar la viabilidad y ajustar la concentracion, se transfiere a frascos de cultivo
y se cultiva de nuevo para lograr su expansion. El recuento celular se lleva a cabo mediante
incubacion a concentraciones saturadas de anticuerpos monoclonales marcados, tales como
CD105-ficoeritrina (PE, por sus siglas en inglés), CD90-PE-Cy5, CD73-PE, CD34-PE, CD45-
fluoresceina (FITC, por sus siglas en inglés), CD31-PE y FITC-IgG2a de ratén. Tras eliminar el
exceso de anticuerpo mediante lavado con PBS, las células se analizan por citometria de flujo,
lo cual se hace por medio de la lectura de fluorescencia [5] [33] [34].
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Posteriormente, es posible realizar la diferenciacion en tejidos osteogénicos, adipogénicos y
linfocitarios. La diferenciacion osteogénica y adipogénica se basa en la siembra de CMM-CU
en pocillos, el crecimiento en incubadora a 37 °C y 5% de CO,, y la sustitucion del medio
dos veces por semana hasta alcanzar la confluencia. En el momento de la confluencia, se
afiade un medio de cultivo diferente para promover la diferenciacion. Para la diferenciacion
osteogénica se aflade un medio con 200 nM de hidrocortisona, 50 g/mL de &cido ascdrbico y
10 nM de B-glicerofosfato, mientras que para la diferenciacion adipogénica se afiade un medio
con 60 M de indometacina, 10 M de dexametasona y 5 mg/mL de insulina. Por su parte, para
la diferenciacion linfocitaria, mediante un gradiente de densidad en Ficoll, se aislan las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) de donantes sanos. Esta
suspension se incuba en PBS con diacetato de carboxifluoresceina éster succinimidil (CFSE,
por sus siglas en inglés) 0,125 uM por 5 minutos. Posteriormente, se lava con PBS y SFB 2 %,
se resuspende en un medio de crecimiento con SFB 5 %, y se cultiva en pocillos utilizando 1,25
g/mL de fitohemaglutinina (PHA, por sus siglas en inglés) como estimulo mitogénico. Las CMM-
CU se afiaden al pocillo en una relacion 1:10 respecto al PBMC [35] [36].

Aun cuando la obtencion de CCM de CU tiene ventajas con respecto a la obtenciéon de la
materia prima, y favorece una alta diferenciacion, es un proceso de gran dificultad y de baja
tasa de éxito; esta varia segun diversos autores entre un 0 y un 60 %. Actualmente, no se
ha determinado una técnica estandarizada que asegure la obtencion de CCM de todas las
unidades de sangre de CU. En este momento, se habla de que la Unica forma de garantizar
una mejor tasa de éxito es cuando se parte de unidades 6ptimas, con un alto numero de células
[37].

Mecanismos de regulacion de la respuesta inmune por parte de las CMM

Como se menciond anteriormente, las CMM son potentes herramientas en la terapia de
renovacion de tejidos, debido a su capacidad de derivarse en varios linajes. Sin embargo, ha
llamado la atencion la capacidad inmunomoduladora que han llegado a demostrar en estudios
preclinicos y clinicos [4]. Las caracteristicas principales que estas presentan a la hora de
regular la respuesta inmune son las siguientes:

1. Baja inmunogenicidad, producto de la ausencia en la expresion de moléculas de MHC
tipo Il y co-estimuladoras de la respuesta adaptativa, entre estas los antigenos CD80 y
CD86, los cuales en conjunto activan los linfocitos T cuando se unen al receptor CD28 que
dichos linfocitos presentan en su superficie y los inhiben cuando se unen a sus receptores
CD152 [38]. También, poseen una expresion constitutiva minima de MHC tipo |, lo que
facilita su uso para trasplantes alogénicos [39].

2. Capacidad de suprimir las respuestas asociadas a procesos inflamatorios promovidos por
células del sistema inmunolégico adquirido (linfocitos T colaboradores 1 o Th1, linfocitos
T citotoxicos o CD8+ vy linfocitos B). Por otra parte, inducen una respuesta celular del
sistema inmunoldgico asociada a procesos antiinflamatorios [39].

3. Regulacion de la actividad de las células de la respuesta inmune innata, como los linfocitos
NK (Natural Killers) y las células presentadoras de antigeno, al moderar la liberaciéon de
citoquinas que participan en la comunicacion celular responsable de la coordinaciéon de
la respuesta de estas células [38].

Por ende, las CMM pueden interferir en la biologia, la activacion y la generacion de las distintas
células del sistema inmunoldgico, coordinando tanto la respuesta innata como la adquirida.
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Efectos de la CMM en la respuesta inmune innata

Algunos estudios han demostrado que las CMM tienen un efecto directo sobre las células
dendriticas y los macréfagos en general, en su maduracion y diferenciacion. Este altera la
capacidad de estas células de liberar citoquinas proinflamatorias. Como consecuencia, se
dificulta la presentacion de antigenos, por una disminucion en la expresion del MHC tipo Il. Las
CMM mediante la produccioén de la prostaglandina E2 (PGE2), un fuerte mediador inflamatorio,
inducen en estas células la produccion de interleucina 10 (IL-10, citoquina antiinflamatoria con
la capacidad de inhibir la sintesis de citoquinas proinflamatorias como la IL-1 y el factor de
necrosis tumoral alfa o TNF-a, por sus siglas en inglés, producidos por macréfagos y linfocitos
T) [38] [40].

Con respecto a las células NK, estudios in vitro han demostrado que cuando estas células son
incubadas con las CMM, pueden inhibir su actividad citotdxica, ya que disminuyen la expresion
de receptores de superficie. Estos son los encargados de regular su actividad citolitica, ademas
de disminuir su proliferacion [40].

Los neutrdfilos son otras células importantes de la inmunidad innata. En infecciones bacterianas
son rapidamente movilizadas y activadas para eliminar los microorganismos mediante
fagocitosis. Para eliminar a las bacterias, en los neutrofilos ocurre un proceso conocido como
estallido respiratorio. Este consiste en el aumento subito del consumo de oxigeno por parte
de la célula gracias al sistema NADPH-oxidasa. Como consecuencia, se da una produccion
explosiva del radical superoxido, utilizado para la destruccion de agentes patdgenos, junto con
una regulacion de la respuesta inflamatoria mediante la quimiotaxis de otros polimorfonucleares
[41]. Las CMM son capaces de retardar la apoptosis espontdnea de neutrdfilos en reposo y
activados, mediante la supresion de este estallido respiratorio, gracias a la disminucion de la
produccion de IL-6, citoquina proinflamatoria con la capacidad de inducir las reacciones de
fase aguda coordinadas por células de la respuesta innata [38] [42].

Efectos de las CMM en la respuesta inmune adaptativa

Las CMM modulan la respuesta inmune a través de la expansion de células T reguladoras
(CD4+), las cuales se encargan de moderar la proliferacion de células inmunes. Su activacion
esta dada por el MHC y por la secrecion de PGE2 y el TGF-f, capaces de inhibir la proliferacion
de células inmunitarias [40].

Con respecto a los linfocitos CD8+, se ha demostrado en estudios in vitro que las CMM
obtenidas con algun antigeno de tipo viral intracelular han sido menos sensibles al efecto litico
de estos. Se ha empleado interferon gamma (IFN-y, por sus siglas en inglés) para incrementar
en ellas la expresion superficial de las moléculas de MHC tipo |. No obstante, este efecto no
restaura la propension a la muerte celular inducida por los linfocitos citotdxicos, 1o que sugiere
qgue las CMM inhiben su actividad por mecanismos de supresion de las citoquinas encargadas
de activar estas células [43].

El segundo tipo de célula implicada en la respuesta inmune adaptativa son las células B. Estas
se encargan de generar anticuerpos y, mediante una seleccion clonal, de diferenciarse en
células de memoria para desarrollar una respuesta inmune mucho mas eficaz ante un segundo
contacto con un antigeno dado [38]. La alteracion en la respuesta por parte de los linfocitos T
citotoxicos, mediada por las CMM por los mecanismos mencionados, produce una interaccion
defectuosa con las células B. Dicha situacion afecta la proliferacion y la diferenciacion de
estas a células plasmaticas, encargadas de liberar anticuerpos. Este efecto indirecto sobre la
funcionalidad de las células B se ve reforzado por la actividad inhibitoria directa de las CMM
sobre estas células, mediante la regulacién de citoquinas proinflamatorias como la IL-1y el TNF-
o, gue promueven la actividad de linfocitos CD4+ [44].
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Aplicaciones terapéuticas

Las CMM han demostrado ser una alternativa viable en la regeneracion de numerosos tejidos.
Como se describié anteriormente, estas tienen el potencial para diferenciarse hacia distintos
linajes celulares con una tasa de proliferacion mayor a la de muchas células diferenciadas, como
los osteoblastos y los condrocitos. En estudios in vivo en ratones y caninos que presentaban
defectos craneofaciales y en huesos largos del cuerpo, se ha demostrado que su uso puede
contribuir satisfactoriamente en el tratamiento de estos. Asimismo, debido a su diferenciacion
en varios tejidos, han sido estudiadas para la regeneracion de tendones desgastados y en el
tratamiento de la artrosis de rodilla, que consiste en el desgaste de la articulacion [6].

Sin embargo, debido a sus capacidades inmunomoduladoras, hoy los estudios se centran
en su uso para el tratamiento de la enfermedad de injerto contra huésped, en personas que
han sido trasplantadas. Esta patologia consiste en la activacion de la respuesta inmune del
huésped contra el injerto, por lo que puede generar complicaciones como la destruccion de
tejido celular y, por ende, la pérdida de funcionalidad del érgano de forma progresiva [45]. En
algunos estudios clinicos, el uso de CMM en personas trasplantadas ha contribuido a disminuir
la proliferacion de linfocitos T reactivos y a atenuar la inflamacion neutrofilica que se origina por
la secrecion de citoquinas inflamatorias como el TNF-a.[46].

En investigaciones recientes, se han publicado resultados de su aplicacién en personas con
trasplante de rifién. Estos indican que los pacientes que después de trasplantados fueron
tratados con CMM autdlogas presentaron un efecto beneficioso, demostrado por la baja
incidencia de rechazo agudo e infecciones oportunistas. En otro estudio en que se analizaron
variaciones segun la via y el tiempo de administracion, se introdujeron CMM de la médula
6sea en la fosa iliaca cerca del rifion injertado, al mismo tiempo que se realizaba el trasplante.
Mediante este procedimiento, se demostro la factibilidad de la induccion inmunorreguladora
por via de inyeccion intradsea de CMM del donante vivo en el trasplante de rifién, asi como la
tolerancia a este procedimiento por parte de los pacientes [46].

Actualmente, la seguridad en la administracion de CMM, sobre todo a corto plazo, no esta en
duda. Los estudios en distintas patologias, como la enfermedad de injerto contra huésped, no
evidencian reacciones adversas, embolia pulmonar o aumento de infecciones luego de una
infusion aislada. Las interrogantes se centran en la dosis, la periodicidad y la seguridad del
tratamiento a largo plazo. Esto debido a que el destino de las células infundidas aun no es bien
conocido. Estas células poseen tropismo para dirigirse a los sitios de inflamacion y en ausencia
de ella, se depositan mayormente en el pulmon, el higado y el rifidn; por lo tanto, existe un
porcentaje muy pequefio de ellas que podria permanecer en un lugar especifico por un tiempo
prolongado. Se sabe que en modelos murinos, 50 % de los glomérulos de ratas tratados con
CMM evidenciaron un depdsito adipocitario con signos de fibrosis, lo que indica una respuesta
patolégica a largo plazo, por su diferenciacion en adipocitos. Esto podria originar una falla renal
[39].

Conclusiones

La CMM pueden ser obtenidas de distintos tejidos del ser humano y utilizando diversas técnicas.
Por ejemplo, con el uso del método de lisis de RBC puede aislarse la cantidad eficiente de CMM
humanas a partir de pequefios volumenes (solo 6 mL) de médula 6sea, en comparacion con los
volumenes mas grandes normalmente usados (60 mL), por lo que representa un buen método
alternativo.
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Respecto a la obtencion de células madre de tejido adiposo, se ve como una opcion que
ademas de favorecer la diferenciacion de células, ofrece caracteristicas tales como abundancia
celular, accesibilidad y menor controversia por factores bioéticos.

Abonado a lo anterior, el procedimiento mediante extraccion de células del CU y la sangre que
contiene, antes considerados desechos médicos, se ha convertido en un campo de estudio,
debido a la alta concentracion de células madre que se puede obtener de esta fuente. El
uso de CMM de CU parece ser un método viable a futuro gracias a la facilidad con la que se
puede obtener la materia prima, asi como su capacidad intrinseca de mayor expansion en
comparacion con otras fuentes de CMM. Si bien se logra aumentar la tasa de éxito por medio de
la estandarizacion de un método para su obtencion a partir del CU, también se necesita ampliar
la cantidad de estudios sobre este tema y una legislacion que respalde dicha investigacion.

Sin importar el sitio de procedencia, lo interesante es el hecho de que se ha logrado demostrar
la capacidad inmunomoduladora de las CMM y los mecanismos celulares asociados, asi como
se han podido entrever futuras aplicaciones dentro del quehacer hospitalario. No obstante,
existen algunas interrogantes que deben ser esclarecidas mediante la realizacion de mas
estudios a corto y mediano plazo, para demostrar que su uso terapéutico se puede convertir en
una buena opcioén para tratar pacientes trasplantados o con algun tipo de lesion.
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