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RESUMEN

Las posibles aplicaciones terapéuticas de las células ma-
dre estromales mesenquimales (MSC) han despertado un
gran interés en el campo de la ingenieria biomédica como
terapia regenerativa. Las MSC son células madre adultas
multipotentes que poseen un alto potencial de diferen-
ciacion, baja inmunogenicidad, propiedades inmunomo-
duladoras y capacidad de expansion in vitro eficiente.
Las células madre derivadas de cordon umbilical humano
(hUC-MSC) pueden diferenciarse a otros tipos celulares
y ser utilizadas con fines terapéuticos. En este trabajo
mostramos la metodologia a través de la cual obtuvimos
hUC-MSC, con la finalidad de diferenciarlas dentro del
linaje eritropoyético. Asi mismo, evaluamos y discutimos
el potencial de estas hUC-MSC, en la diferenciacion oste-
oblastica y su aplicaciéon en la practica odontoldgica.

ABSTRACT

The possible therapeutic applications of mesenchymal
stromal stem cells (MSC) have aroused great interest in
the field of biomedical engineering, such as regenerative
therapy. MSC'’s are multipotent adult stem cells that have
a high potential for differentiation, low immunogenicity,
immunomodulatory properties and efficient in vitro
expandability. Stem cells derived from human umbilical
cord (hUC-MSC) can be differentiated into other cell types
and may be used for therapeutic purposes. In this work we
show the methodology by which we obtained hUC-MSC,
in order to differentiate them within the erythropoietic
lineage. Likewise, we evaluate and discuss the potential
of these hUC-MSC, in osteoblastic differentiation and its
application in dental practice.

INTRODUCCION

El uso de las células madre en la préactica
clinica para tratar distintas enfermedades
se ha incrementado de forma exponen-

cial en los ultimos 20 afios. En los tejidos
adultos existen células madre que pueden
ser utilizadas para tratar enfermedades
gracias a su capacidad regenerativa (1,2).

Las células madre mesenquimales (MSC)
son células multipotenciales primitivas,
con morfologia fibroblastoide, originadas
a partir de la capa germinal mesodermal,
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que se autorenuevan y son capaces de
diferenciarse a otros linajes como el os-
teogénico, condrogénico, adipogénico,
eritropoyético y miogénico, aunque tam-
bién se ha demostrado su capacidad de
diferenciarse a células de origen no me-
senquimal como las del tejido nervioso (3-
6). Se establecieron tres criterios minimos
para definir las MSC humanas. El primero
corresponde a la capacidad de adherencia
al plastico en condiciones de cultivo estan-
dar; el segundo, al fenotipo celular deter-
minado idealmente por citometria de flujo
en la que las células madre mesenquima-
les provenientes de cordén umbilical, de-
ben expresar proteinas especificas tales

como los CD (Cluster of differentiation)
CD105, CD73 y CD90, CD34 y no expre-
sar otros antigenos como CD45, y CD14
entre otros; y el tercero, hace referencia a
la capacidad de diferenciarse in vitro a los
linajes osteogénico, condrogénico, hema-
topoyético y adipogénico (4,5). Como se
puede observar en la figura 1, las células
madre de origen hematopoyético, depen-
diendo de los estimulos a los que se en-
cuentren expuestas, pueden diferenciarse
a los distintos linajes, tales como glébulos
rojos o macrofagos (osteoclastos).

(Ver Figura 1)

Las MSC pueden obtenerse a partir dis-
tintas fuentes, como sangre del cordén

umbilical, sangre periférica (8), tejido adi-
poso (9-11), foliculo capilar (12), ligamen-
to periodontal (13) y pulpa dental (14),
entre otros. La ventaja que poseen las
MSC para ser utilizadas como terapia re-
generativa, es que son faciles de obtenery
expandir en cultivo, tienen una gran plasti-
cidad y pueden migrar hacia los tejidos le-
sionados (15), actian en forma paracrina,
poseen propiedades inmunomoduladoras
(1,5,16-19), antiapoptoticas y antifibroti-
cas (4). También son capaces de promover
angiogénesis, producir multiples tipos de
tejido conectivo y disminuir la respuesta
inflamatoria. A su vez, la utilizacion de
MSC no involucra el dilemas éticos que se

Figura 1: Esquema de diferenciacion de células madre pluripotenciales a linajes hematopoyéticos. En el recuadro superior se observa la diferen-

ciacion a gldbulo rojo y en el inferior la diferenciacion a macrofagos (osteoclastos). Imagen modificada de Sistema hematopoyético de la médula

osea, por OpenStax College, Anatomy & Physiology.
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Figura 2: Protocolo de obtencion de células CD34 positivas.

presenta con el manejo de las células ma-
dre embrionarias (1,4,16).

Por todo esto, las células madre mesen-
quimales, son utilizadas en multiples
estudios clinicos, como terapia regene-
rativa, para tratar enfermedades como
infarto del miocardio, diabetes, alteracio-
nes cerebrales y de médula espinal, enfer-
medades cardiovasculares, enfermedad
de injerto contra huésped, enfermedad
de Crohn (4) y otras que involucran el

tejido 6seo y cartilaginoso (6,10,20-22).

Con el fin de desarrollar un modelo para
la aplicacion clinica de las células madre
mesenquimales en patologias hematolé-
gicas y lesiones 6seas, se evalud su capa-
cidad de diferenciacion in vitro ya que las
células mesenguimales cumplen su papel
de regeneracion y reparacion del tejido
afectado, lo que podria llegar a ser una
estrategia exitosa en la busqueda de una
nueva alternativa para su administracion

y aplicacion clinica en medicina regene-
rativa.

RESULTADOS Y METODOLOGIA
DE TRABAJO.

Obtencion de células madre de
cordén

Este trabajo se realizd en colaboracién
con el grupo M. Osturi, del INTS (Institu-
to Nacional de la transfusién sanguinea),
de la Universidad de Paris Diderot, en Pa-
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ris Francia. Luego de realizar el convenio
pertinente con la institucion donante y
habiendo conseguido la aprobacion del
protocolo de obtencién de células madre
por el comité de ética, la sangre de cordén
umbilical fue obtenida en bolsa de recolec-
cién hematologica para hUC-MSC (figura
2A)y conservada a 4°C e inmediatamente
transportada al laboratorio de cultivo celu-
lar para ser procesada en esterilidad, bajo
campana de flujo laminar. Como se mues-
tra en la figura 2B, la sangre fue recolecta-
da en frascos de cultivo celular y disuelta
en buffer PBS. Posteriormente, esta sangre
fue trasvasada cuidadosamente a tubos
plasticos estériles de 50 ml que contenian
percoll (Pancoll), a fin de generar un gra-
diente de separacién por densidad (Figura

2C). Luego las fases de sangre y percoll
se centrifugaron a 2500 RPM durante 5
minutos. Una vez finalizado este proceso
se recolectd suavemente la capa de célu-
las blancas PMN (polimorfonucleares) (Fi-
gura 2D) las cuales fueron incubadas en
presencia de un anticuerpo monoclonal
anti-CD34 (proteina marcadora de células
madres hematopoyéticas) unido a esferas
magnéticas durante 40 minutos. Poste-
riormente, las células se pasaron por una
columna de separaciéon unida a un mag-
neto, a fin de retener la poblacion de cé-
lulas CD34+ y descartar el resto de las cé-
lulas (Figura 2E). Luego se saco la columna
de retencién, del magneto y se eluyeron
las células madre CD34+ en un tubo ep-
pendorf de 1,5 ml. Finalmente las células

fueron centrifugadas a 1500 RPM durante
5 minutos (Figura 1F) y resuspendidas en
el medio de cultivo adecuado para su pos-
terior amplificacion y diferenciacion.

(Ver Figura 2)

Diferenciacion a eritrocitos

Fase de expansién clonal: en una prime-
ra etapa las células obtenidas se cultivaron
en presencia de medio IMDM (Iscove’s
Modified Dulbecco’s Media) suplementa-
do con 15% de BIT (albimina sérica bo-
vina, insulina y transferrina), 3% de suero
humano, 2% de plasma humano, 3 U/ml
de heparina, 1 ng/ml de IL-3 y 10 ng/ml
de IL-6 durante 3 dias a 37°Cy 5 % de
CO2. Finalmente se resuspendieron las

Figura 3: A) Esquema de la expansion clonal de células CD34+ (medio de cultivo sin eritropoyetina (Epo)) y diferenciacion de células CD34+ a

eritrocitos, durante 21 dias de incubacion en presencia de Epo. B) Citometria de flujo al dia 10 de diferenciacion, en el que se midieron los niveles

de las proteinas banda 3 y alfa 4 integrina. C) esquema en el que se muestra el aumento o la disminucion de las proteinas banda 3 y alfa 4 integrina

desde los estadios inmaduros hasta los mas maduros durante la eritropoyesis (proeritroblasto (Pro-E), eritroblasto basofilo (E-Baso), eritroblasto

policromatdfilo (E-Polych), eritroblasto aciddfilo (E-Acido) y reticulocito (Retic)). Las células se visualizaron mediante la tincion de May-Grinwald

Giemsa.
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células de la placa de cultivo y se trasva-
saron a una nueva placa a fin de eliminar
las células adheridas a la primera placa de
cultivo (células no hematopoyéticas). Este
proceso permite la division y expansion de
las células progenitora a fin de tener sufi-
ciente numero de células para inducir su
maduracién (Figura 3A fase de expansion
clonal).

Fase de diferenciacion celular: Las cé-
lulas que se obtuvieron de la expansion
clonal fueron incubadas en medio de cul-
tivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s
Media) en presencia de 15% de BIT (al-
bumina sérica bovina, insulina y transferri-
na), 3% de suero humano, 2% de plasma
humano, 3 U/ml de heparina, 1ng/ml de
IL-3 'y 3 u/ml de EPO (eritropoyetina) du-
rante 21 dias a 37°C y 5% de CO2. Este
medio permite la diferenciacion de las cé-
lulas eritropoyéticas desde sus estadios de
proeritroblasto, eritroblasto, eritroblasto
basofilo, eritroblasto policromatdfilo, eri-
troblasto aciddfilo, reticulocito y finalmen-
te glébulo rojo (GR). Se tomaron muestras
de este cultivo al dia 0, 4, 7,10, 14, 17 y
21 a fin de estudiar la diferenciacion de la
poblacién celular Figura 3A fase de dife-
renciacion celular).

Este proceso de diferenciacion puede ser
observado por el aumento o la disminu-
cién de algunas proteinas, por citometria
de flujo, tales como la proteina citosoélica
hemoglobina (aumentan en el GR ma-

Figura 4: Expansion
y maduracion de cé-
lulas CD34+. A) Cé-
lulas incubadas por 3
diasa 37°Cy 5 % de
CO2 en presencia de
Medio de expansion.
B) Microscopia de
luz transmitida (20X)
de las células CD34+
expandidas. C) Célu-
las incubadas a dia
0 (DO) y dia 21 (D21)
con medio de dife-
renciacion. En D21 se
observa un aumento
de la coloracion roja
del pellet celular de-
bido a un aumento
de la hemoglobina
(globulos rojos).

duro) o las proteinas de membrana plas-
matica Banda 3, glicoforina A (aumentan
en el GR maduro) o la a4-integrina (dis-
minuye en el GR maduro), Al dia 10 de
la diferenciacion se realizé una citometria
de flujo, donde se evaluaron los niveles de
expresion de la proteina de banda 3y alfa
4 integrina, como parametro de madurez.
Se observo la clasica “forma de cascada”
indicando el aumento progresivo de las
formas maduras dentro de la eritropoyesis
(Figura 3By 3Q)

Asimismo, para corroborar los niveles de

maduracién de las células CD34+, se ob-
servd el aumento de la proteina citosélica
hemoglobina evidenciado por la colora-
cién rojiza de las células posterior a la cen-
trifugacion de las mismas al dia 21 de la
fase de diferenciacion (Figura 4)

Diferenciacion a osteoclastos

El protocolo utilizado fue propuesto por
el grupo de J.F. Gomez Clavel et all. Las
células se incubaron en medio de diferen-
ciaciéon osteogénica: DMEM con suple-
mento de 10% SFB, penicilina 100 U/ml,
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estreptomicina 100 pg/ml, dexametasona
0,1 uM, ascorbato-2-fosfato 50 uyM vy a-
glicerol fosfato 10 mM (Sigma-Aldrich).
El medio de induccién se reemplazé dos
veces por semana durante tres semanas,
incubando las células a 37°C y 5 % de
CO2. Como control negativo se utilizaron
células incubadas en medio de cultivo con-
vencional y todos los ensayos se realizaron
por triplicado. A la primera semana de in-
duccion se evaluto la actividad de la enzima
fosfatasa alcalina, un marcador temprano
de diferenciaciéon osteogénica, mediante
la tinciébn de Fast Red. Ademas, a las tres
semanas de incubacion con el medio de
induccion las células se tifieron para detec-
tar depositos de calcio (nucleos de calcifi-
cacion) utilizando la tincion de von Kossa
(Sigma-Aldrich).

DISCUSION

Aplicaciones de las MSC

La importancia del estudio de estas células
madre (MSC) se ve claramente al tomar en
cuenta las multiples aplicaciones terapéu-
ticas en las que pueden ser implementa-
das. Su gran potencial de proliferacion y
su capacidad de diferenciacion han hecho
gue sean muy atractivas para terapias re-
generativas.

Muchas aproximaciones experimenta-
les han sido realizadas con estas células
para reparacion de érganos dafiados tales
como los pulmones, el higado, los rifiones
y el corazén, ademas de utilizarlas para dis-
minuir efectos de inflamacion excesiva en
algunas regiones del cuerpo.

Las MSC también son utilizadas en mo-
delos de infarto, mostrando que al ser
aplicadas luego de un infarto del miocar-
dio la aplicacién de las mismas logra dis-
minuir la formacion de cicatrices y acercar
el funcionamiento cardiaco post-infarto a
su funcionamiento normal. Ademas han
demostrado tener propiedades angiogéni-
cas, y de reparar tejidos dafados por ra-
dioterapia, seguramente gracias a que son
capaces de liberar el factor de crecimiento
vascular endotelial.

La propiedad inmunosupresora de las
MSC es aplicada en modelos de diabetes
tipo 1, enfermedad autoinmune que lle-
va al propio cuerpo a eliminar las Células
Beta de los Islotes de Lagerhans en el pan-
creas (Ezquer et al., 2008). Esta propiedad
también es utilizada para tratar la Enfer-
medad de Injerto Contra Huésped (EICH),
enfermedad asociada al trasplante alogé-
nico de HSC (Hematopoietic Stem Cells)
con un gran indice de mortalidad.

Las MSC, al estar en cultivo, generan una
gran cantidad de moléculas bioactivas
hacia su medio externo, entre ellas se en-
cuentran factores de crecimiento, citoqui-
nas y guemoquinas las cuales tienen gran-
des efectos en la dindmica celular local. A
este medio de cultivo, que se encuentra
enriquecido en dichos compuestos, se le
denomina medio condicionado (MC). Es-
tos compuestos han sido estudiados como
una alternativa a la aplicacion directa de
las MSC, asi como la aplicaciéon de me-
dio condicionado. La primer evidencia de
gue el MC puede tener aplicaciones clini-
cas, demostré que en higados dafiados la
aplicacién de éste inhibia la muerte de los
hepatocitos y estimulaba potencialmen-
te su regeneracion, lo que abrié nuevas
puertas para el tratamiento en contra una
falla hepatica fulminante. También se ha
detectado la presencia de varias citoquinas
en el MC, entre ellas el VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), la inter-
leuquina 1 beta, el PDGF (factor de creci-
miento derivado de plaquetas) y el factor
de crecimiento tipo insulina. La aplicaciéon
de medio condicionado de las MSC cul-
tivadas logré contribuir a la mejora en el
funcionamiento cardiaco luego de un in-
farto del miocardio (Takhashi et al., 2006).
En lo que concierne a la odontologia, la
reparacion de defectos éseos que se pro-
ducen por trauma, tumores, infecciones,
trastornos  bioquimicos,  tratamientos
(como por ejemplo, la exodoncia) son si-
tuaciones clinicas que requieren una inter-
venciéon quirlrgica para subsanar dichas
alteraciones.

Los tipos de material disponible para el
tratamiento de estos problemas incluyen
hueso autélogo (del mismo paciente),
hueso heterélogo (de un donante), ma-
trices desmineralizadas, asi como una
amplia gama de biomateriales sintéticos
como metales, cerdmicas, polimeros y
materiales compuestos. El uso de injertos
6seos en la practica clinica presenta varios
inconvenientes como la escasez de donan-
tes, la transmision de enfermedades, la
morbilidad del sitio de extraccion y la inca-
pacidad de los materiales para remodelar-
se y reaccionar ante condiciones fisiolégi-
cas, con un alto porcentaje de pérdida por
complicaciones como la falta de union, la
reabsorcion osteoclastica, el incremento
en la prevalencia de microfracturas y la
disminucion en la densidad mineral ésea
Para reducir tales problemas, la ingenieria
de tejidos se ha convertido en una estra-
tegia encaminada a reparar, reconstruir o
regenerar tejido vivo utilizando células y
biomoléculas en una matriz tridimensio-
nal para la formacion y el crecimiento de
los nuevos tejidos a ser empleados en la
reconstitucion morfolégica y funcional del
tejido perdido (23, 27)

La célula madre ideal para la ingenierfa de
tejidos debe encontrarse en abundancia,
ser obtenida con minima morbilidad, ser
diferenciada de manera confiable por di-
ferentes vias y ser trasplantada de mane-
ra eficaz y segura. Las MSC cumplen con
todos los criterios y también son capaces
de diferenciarse en otros tejidos mesen-
quimales, como adipocitos, condrocitos,
miocitos y osteoblastos.

En este trabajo hemos logrado aislar y cul-
tivar células madre de corddon umbilical y
diferenciarlas a otros linajes, generando
células de la linea eritropoyética y de os-
teoclastos. Esto abre un abanico de posi-
bilidades importante para nuestro grupo
de investigacion, dentro del CIO (Centro
de Investigaciones Odontolégicas), en el
campo de la biologfa celular y molecular,
mediante la de obtencion y manipulacién
de células madre. Asi mismo, nuestro pro-
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posito dentro de esta drea de trabajo, no  MSC de ligamento periodontal o de pulpa  para el estudio y generacién de modelos
es solo utilizar células madre de cordén dental. De obtener resultados positivos, de terapia regenerativa, siendo un obje-
umbilical, sino también poner a punto el  esta metodologia nos permitiria en un fu-  tivo importante y ambicioso su posterior

aislamiento, la obtencién y maduracién de  turo cercano poder
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