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Las ceélulas madre mesenquimales
desde la perspectiva de las ciencias veterinarias’

Nancy B. Riano G. * / Victor J. Vera A. ** / Luis Carlos Villamil J.*%**

RESuUMEN

Las caracteristicas de una célula madre (stem cell) es-
tan determinadas por ser indiferenciadas, autorreno-
vables, y por tener la capacidad de generar células hi-
jas para miultiples linajes celulares, con la capacidad
de proliferar indefinidamente en cultivos. El origen de
las células madre puede ser embrionario (blastémeros
y células de la masa interna del blastocisto) o soma-
tico (células pluripotenciales de tejidos adultos). La
fuente de las células madre somaticas es la médula
6sea, en la cual se encuentran las células madre he-
matopoyéticas y las mesenquimales (MSCs). Diversos
estudios en modelos animales han demostrado que
MSCs constituyen una herramienta potencial para el
establecimiento de terapias regenerativas en tejidos
lesionados. Este articulo revisa las propiedades de las
células madre, sus potenciales, sus ventajas y limita-

ciones en varios modelos animales.

Palabras clave: células madre, biomodelos, Ciencias

Veterinarias.

THE MEesencHYMAL STEM CELLS
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PERSPECTIVE

ABSTRACT

The characteristics of a stem cell are determined
by being undifferentiated, auto renewable, and
because of having the capacity of generating cells
for multiple cellular lineages, with the capacity to
proliferate indefinitely in cultures. The origin of the
stem cells can be embryonic (blastomers and cells
of the internal mass of the blastocyst) or somatic
(pluripotential cells from adult tissues). The source of
the somatic stem cells is the bone marrow, in which
the hematopoietic stem cells and the mesenchymals
(MSCs) are found. Diverse studies in animal models
have demonstrated that MSCs constitute a potential
tool for the establishment of regenerative therapies
in injured tissues. This article reviews the properties
of the stem cells, their potentials, their advantages

and limitations in several animal models.

Key words: Stem cells, biomodels, Veterinary

Sciences.
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INTRODUCCION

Los desarrollos alcanzados en los estudios sobre cé-
lulas madre han creado expectativas con aplicabili-
dad en salud humana y animal; en el futuro se espera

la consolidacion préctica de dichos desarrollos.

En los estudios clinicos que utilizaron células madre
como herramienta de regeneracion celular, se em-
plearon modelos animales para el establecimiento
de terapias de reemplazo que permitieron la recupe-
raciéon morfoldgica y funcional de tejidos y érganos.
Los ratones constituyen el biomodelo méas frecuen-
te, pero los estudios y aplicaciones en otras especies
como la equina senalan perspectivas para el trata-

miento de enfermedades degenerativas.

Considerando el tiempo necesario para la recupera-
ci6n de muchas lesiones susceptibles de ser tratadas
con terapias celulares, es importante desarrollar pro-
cedimientos de recuperaciéon con células madre, te-
niendo en cuenta su capacidad de diferenciacién ha-
cia progenitores celulares de los tejidos. La medicina
regenerativa se ha basado fundamentalmente en los
nuevos conocimientos sobre la biologia de las célu-

las madre y en su capacidad de diferenciacién.

En esta publicacién, se pretende mostrar el estado
actual de la utilizacién de células madre como un
soporte en la implementacion de posibles terapias en

el ambito de las Ciencias Veterinarias.
CeéLurLas Mabpre (CM)

Las Células Madre (CM) o stem cells, son aquellas
células indiferenciadas dotadas simultdneamente de
la capacidad de auto renovacién y de originar célu-
las hijas comprometidas en determinadas rutas de
desarrollo, que finalmente se convierten a través de
la diferenciacién, en tipos celulares especializados
(Weissman et al., 2001). En sintesis, las CM tienen

tres propiedades: no son células diferenciadas, pro-
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ducen células que se pueden diferenciar en diversos

linajes y tienen capacidad de auto renovacion.

Segln su capacidad de diferenciacién las CM pue-
den ser totipotenciales, las cuales son capaces de
producir tejido embrionario y tejido extraembriona-
rio; pluripotenciales, las que pueden generar células
diferenciadas a cualquier linaje celular de las tres ca-
pas embrionarias y las multipotenciales, que son cé-
lulas con capacidad limitada de diferenciacién en un

6rgano o tejido especifico (Weissman et al., 2001).

Las células madre se pueden clasificar también de
acuerdo a su origen, pueden proceder del embrién o
de un organismo adulto, de ahi que se hable de cé-
lulas madre embrionarias y de células madre adultas

0 somaéticas.

Se considera que las células de origen embrionario pro-
venientes de la masa interna del blastocisto, se pueden
propagar de manera indefinida. Las células embriona-
rias estan en la capacidad de tomar rutas de diferencia-
cion in vivo hacia linajes celulares de diferentes tejidos
(células de las tres capas embrionarias) y algunos lina-
jes bajo condiciones in vitro (Thomson et al., 1998). Sin
embargo, el uso de estas células provenientes de em-
briones humanos con fines investigativos, y su posible
uso en terapia regenerativa es motivo de consideracio-
nes éticas (Frankel, 2000; Gagnon, 2002).

Inicialmente se crey6 que el potencial de diferencia-
cién de una célula estaba restringido tinicamente a
su tejido de origen; sin embargo, desde hace algunos
anos, diversos estudios demostraron que las células
madre de un tejido especifico estaban en la capaci-
dad de generar células de un tipo celular especializa-
do diferente al de su origen embrionario (Jiang et al.,
2002; Verfaillie et al., 2002; Korbling y Estrov, 2003;
Ramirez et al., 2005).

Las células madre adultas estdn en la capacidad de

adquirir ciertas caracteristicas fenotipicas y funcio-



nales como respuesta a los cambios y estimulos del
microambiente donde sean implantadas, esta habili-
dad de cambio actualmente se conoce como “fené-
meno de plasticidad” (Verfaillie et al, 2002). Bajo
condiciones in vitro es probable que las células ma-
dre presenten una morfologia diferente y la expre-
sién génica de diversos linajes por la exposicion a

factores inductores (Jiang et al., 2002).

Las células madre adultas més estudiadas tanto en
humanos como en otros mamiferos, son las que se
encuentran en la médula dsea; de este sitio se han
identificado dos grupos celulares principales: célu-
las madre hematopoyéticas (hematopoietic stem ce-
IIs 0 HSCs) las cuales bajo condiciones fisiolégicas,
mantienen una produccién continua de progenitores
celulares cuya maduraciéon y proliferacion origina
los tipos celulares presentes en la sangre (glébulos

rojos, leucocitos y plaquetas).

Las células madre mesenquimales (mesenchymal
stem cells o MSCs) también llamadas células madre
estromales, estan presentes en el estroma de la mé-
dula 6sea, constituyendo una poblacién totalmente
diferente de las células madre hematopoyéticas, pu-
diéndose diferenciar en miltiples linajes celulares de
origen mesodérmico (Prockop, 1997). Su origen esta
dado principalmente en las células mononucleares
de médula ésea, (Pittenger et al., 1999). Inicialmen-
te se aislaron de los aspirados de médula 6sea, me-
diante la propiedad fisica que poseen de adherirse
a superficies plasticas, formando asi las conocidas
UFC-F (unidades formadoras de colonias firoblasti-
cas) (Fridestein et al., 1970). La capacidad de adhe-
rencia al plastico por si sola no es suficiente para la

purificacion y caracterizaciéon de las MSCs.

En la bisqueda de una metodologia de identificacién
adecuada para las MSCs, se ha establecido la presen-
cia o ausencia de marcadores de superficie, algunos
comunes para todas las especies. Se desarrollaron

anticuerpos monoclonales (Ramirez et al., 2005) con

Revista de Medicina Veterinaria N° 13 / Enero - junio 2007

el fin de hacer la caracterizacion de las MSCs: el
Stro-1 (), antigeno CD166, el marcador SH2 o CD105
SH3 y SH4 (Bruder et al., 1998a; Barry et al., 1999;
Barry et al., 2001; Bensidhoum et al., 2004), estos
marcadores no se encuentran en las células madre
hematopoyéticas o en sus progenitores; se detecta-
ron otros marcadores: CD44, CD29 y CD 90, aunque
estos son antigenos importantes, no son exclusivos
de las MSCs (Pittenger et al., 1999).

Las MSCs in vivo poseen la habilidad de diferen-
ciarse a linajes celulares mesodérmicos, por lo cual,
en la identificacion presuntiva de dichas células,
se determinan sus caracteristicas funcionales hacia
procesos de diferenciacién osteogénica, adipogéni-
ca y condrogénica. Para lograr esto, se usan factores
inductores en el medio de cultivo, que promueven
cambios en la de expresién génica y en la morfologia
celular, lo cual se ha establecido en células de origen
humano (Pittenger et al., 1999; Colter et al., 2001;
Hung et al., 2002).

En el estudio de Colter (2001), las muestras de mé-
dula 6sea se sometieron a procesos de centrifugacién
aislando las células mononucleares por la formaciéon
de gradientes de densidad, mientras que Hung (2002),
las obtuvo por el paso de las células a través de una
membrana filtrante. En ambos casos las MSCs se cul-
tivaron con agentes inductores, haciendo evidente la
diferenciacién de las células por la reaccién positiva
a ciertas tinciones histoquimicas y por la expresion
de marcadores propios de cada linaje. Se realizaron
otros ensayos en diferentes especies como MSCs ex-
traidas de médula ésea bovina (Bosnakovski et al.,
2004), murina (Peister et al., 2004) y equina (Koerner
et al., 2006).

La habilidad de cambio y adaptacién de las células
madre adultas, demuestra la capacidad de generar
progenitores celulares apropiados cuando son ino-
culadas directamente en un tejido u drgano (Orlic

y Hill, 2002). Las MSCs han sido reconocidas como
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una alternativa potencial para terapia génica y tera-
pia celular. La perspectiva de estos hallazgos implica
el interés de los investigadores para su aplicacién en
diversas areas de la salud humana, como trasplantes,
estudio de nuevas sustancias terapéuticas, desarro-
llo humano temprano y renovacién tisular (Shufaro
y Reubinof, 2004).

MODELOS ANIMALES

Uno de los primeros modelos experimentales em-
pleados para conocer la interaccién entre las pobla-
ciones celulares de la médula 6sea, fue el canino
(Huss et al., 2000); para lo cual utilizaron células
derivadas de médula 6sea adherentes a superficies
plésticas, formadoras de colonias y CD34, cultivadas
con factores inductores de hematopoyesis. A los 14
dias de cultivo, las células cambiaron su fenotipo a
CD34* (marcador tipico de linaje hematopoyético),
conservando aun su caracteristica de adherencia.
Luego fueron inoculadas de forma autéloga por via
hematégena al perro, previamente sometido a irra-
diacidn total. Transcurridos 23 dias el organismo del
animal recuperd el conteo normal de células de la
sangre demostrando asi la posibilidad de reponer po-

blaciones celulares diferentes.

Las MSCS estan en la capacidad de lograr la dife-
renciacion a linajes celulares endoteliales tanto en
condiciones in vitro como in vivo. Después de la
obtencién del cultivo de MSCs humanas y de su
correspondiente diferenciacién hacia los linajes
mesodérmicos, se detectd la presencia de dos mar-
cadores tipicos de células mesenquimales (CD105 y
CD73). Las células ya confluentes fueron cultivadas
con una baja concentracién de suero fetal bovino
y VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular)
durante siete dias. La diferenciacién de las MSCs se
evidenci6 por la expresion del factor Von Willebrand
y de KDR (receptor del VEGF) ademdas de marcado-
res especificos de endotelio tales como VE-Cadhe-

rina y VCAM-1. Para demostrar la funcionalidad de
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estas células, se colocaron en un medio semisdlido,
en donde generaron estructuras similares a una red
de pequeiios capilares, en un intento por generar un

proceso de angiogénesis (Oswald et al., 2003).

En terapia celular, empleando MSCs, se requiere ini-
cialmente una adecuada concentracién en el culti-
vo para su posterior utilizacién en la regeneracién
de tejidos conectivos, tal como se demostré en una
fractura de fémur de rata, consolidada después de 8
semanas de efectuado el tratamiento (Bruder et al.,
1998b). De igual manera en un modelo caprino para
osteoartritis, la administracién aut6loga de una sus-
pensién de 10 millones de MSCs diferenciadas, se
logré la recuperacion del cartilago articular, con la

formacién de nuevo tejido (Murphy et al., 2003).

En la recuperacién de tejido muscular esquelético
y cardiaco, también se han empleado las MSCs. La
diferenciacién hacia miocardiocitos para recuperar
zonas de necrosis tisular en patologias cardiacas es
el objetivo de diferentes grupos de investigacién.
Usando un modelo porcino, se aislaron MSCs de as-
pirados de médula 6sea de 14 cerdos, los cuales fue-
ron sometidos a una oclusién arterial que represen-
taba un infarto en la pared anterior del miocardio.
Dos semanas después, los animales recibieron MSCs
directamente al sitio del dafo tisular. Transcurridas
dos semanas, se evalu6 la expresion de proteinas es-
pecificas de musculo, y al cabo de 32 dias, el grado
de disfuncién contractil se redujo, asi como el dafio
en la pared del ventriculo izquierdo en los animales
tratados (Shake et al., 2002).

En otro estudio, se emplearon caninos con isquemia
crénica, luego de efectuar la constriccién de la arte-
ria coronaria anterior descendente. Para su regenera-
cion, se inocularon MSCs extraidas con anterioridad
del mismo paciente. Para el monitoreo de la evolu-
ci6én del tratamiento se hicieron ecocardiografias a
los 30 y 60 dias, leucograma, medicién de las con-

centraciones de CK-MB, y troponina I. La ejecucion



de la fraccién ventricular fue significativamente mas
alta al cabo de los 60 dias en los perros tratados con
las MSCs. De igual manera, a las 48 horas se presentd
un aumento de la concentracién de CK-MB y tropo-
nina I, retornando a niveles basales horas después.
Se presenté un aumento en la vascularizacién de la
zona afectada con disminucién de la fibrosis. Los
animales fueron sacrificados a los 60 dias, al examen
post-mortem se encontré que las MSC estaban incor-

poradas al musculo cardiaco (Silva et al., 2005).

Con el empleo de un modelo murino, se determiné
que las MSCs estaban en la capacidad de diferenciar-
se no s6lo a miocardiocitos, sino que ademas podian
producir células endoteliales (Orlic et al., 2002). En
este caso, se lig6 la arteria coronaria izquierda. El in-
farto ocup6 un area de necrosis del 70% en el ventri-
culo izquierdo, con una perdida de miocitos y vasos
sanguineos coronarios. Los animales fueron inocula-
das con MSCs de fenotipo caracteristico (marcadores
de superficie Lin~ c-kit*) y transfectadas con el gen
de la proteina verde fluorescente (GFP). Trascurridos
9 dias de la cirugia, se observ6 una zona de regenera-
cion celular que contenia miocitos y pequenos vasos
sanguineos con células positivas a la expresion de

GFP y con el cromosoma Y.

La manera de realizar el tratamiento estd determina-
da por una inyeccion directa de las MSCs en el sitio
de lesién o por su inoculacién via intravenosa, para
lo cual las células responden a factores quimiotécti-
cos, migrando hacia los tejidos lesionados, como en
el caso de isquemia coronaria crénica en un mode-
lo murino, empleando MSCs positivas al gen de la
B-galactosidasa via sanguinea, generandose nuevos
cardiomiocitos y células endoteliales B-galatosidasa
positivas en musculo cardiaco, aunque en una pro-

porcién baja (Jackson et al., 2001).

Para estudiar la revascularizacién de las areas in-
fartadas, se evalud el efecto de la aplicacion de las

MSCs mediante la perfusién cardiaca en cerdos.
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Ocho semanas después de realizar el procedimiento
por medio de un catéter endocérdico, se determiné
la presencia de vasos sanguineos en la region de ne-
crosis miocardica al realizar biopsias del tejido. Las
MSCs marcadas con DAPI (4_,6-diamidino-2- phen-
ylindole) fueron localizadas alrededor de dichos va-
sos, asociadas con células del endotelio vascular. Las
MSCs expresaron factor Von Willebrand, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Pittenger y
Martin, 2004).

Estudios recientes demostraron que el mecanismo
mediante el cual las MSCs logran los anteriores efec-
tos, esta relacionado con la capacidad de las mismas
para secretar factores angiogénicos tales como FGF
(factor de crecimiento de fibroblastos), VEGF (factor
de crecimiento endotelial vascular), PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), IL-1 (interleu-
quina 1) entre otros. Estos factores se expresan cuan-
do las MSCs se someten al cultivo en condiciones
de hipoxia (Kinnaird et al., 2004) La hipoxia tisular
juega un papel importante como factor de induccién
de angiogénesis, incluso en tejidos superficiales em-
pleando MSCs extraidas de médula 6sea humana, e
implantadas sobre heridas crénicas de los mismos
pacientes, se observé mejoria clinica después de la
aplicacién, con disminucién en tamaino de las heri-
das e incremento en la vascularizacién y en el grosor
de la dermis (Baldiavas y Falanga, 2003). Similares
estudios se realizaron en procesos de cicatrizacién,
donde los animales que presentaban heridas en su
dorso, mostraron mejoria en la cicatrizaciéon de di-
chas heridas al dia 14 y 17 (Fathke et al., 2004).

Los resultados anteriores se han aplicado con éxito
en terapia equina para la recuperacién de lesiones
de tendones y ligamentos, aplicando dos alternativas
en el suministro de MSCs: de medula 6sea o de tejido
adiposo (Julio, 2006).

El empleo de las MSCs provenientes de medula 6sea,

ya esta patentado por el laboratorio VetCell Bioscien-
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ce del Reino Unido, procedimiento desarrollado en
conjunto con el Royal Veterinary College, University
of London y por el Centro Médico Equino de Alamo
Pintado, California, Estados Unidos. En lo relaciona-
do con las MSCs provenientes de tejido adiposo, su
desarrollo se logré en el laboratorio VetStem Inc. San
Diego, California (Julio, 2006; Caudill, 2006).

CoNCLUSIONES

En los dltimos afos se han desarrollado nuevos cam-
pos de investigacién en células para la biasqueda de
tratamientos ttiles en el manejo de enfermedades
empleando biomodelos. Actualmente se dispone de
algunos resultados de estudios realizados en diferen-

tes especies animales de importancia econémica.

Se ha comprobado en los biomodelos la capacidad
de regeneracion tisular. El tratamiento de lesiones en
tendones, ligamentos, articulaciones, piel y 6rganos
mediante el uso de técnicas de trasplante autélogo de
células madre mesenquimales adultas, provenientes
de médula 6sea, ha demostrado seguridad y efecti-
vidad, facilitando la recuperacién de ejemplares de

alto valor econémico o afectivo.

Considerando el tiempo prolongado que tardan en
recuperarse las lesiones crénicas y la complejidad
de los tratamientos tradicionales a los que deben
someterse los animales, es importante desarrollar
procedimientos de recuperaciéon con células madre,
teniendo en cuenta su capacidad de diferenciacién y

revascularizacion de los tejidos lesionados.
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Entre los factores que influyen en el éxito del trata-
miento de lesiones con MSCs, se puede mencionar
la disponibilidad de las mismas en condiciones de
campo contando con la logistica necesaria: personal

capacitado e infraestructura fisica adecuada.

Inicialmente, estos procedimientos alcanzan costos
elevados que se justifican si se tiene en cuenta el
valor econémico o afectivo de ejemplares de ciertas

especies (equinos, caninos).

Las evidencias clinicas determinaran cudl es la me-
jor técnica a aplicar en cada tipo de lesién en par-
ticular y cual de ellas serd la de mayor simplicidad
y la de menor costo de aplicacion. Se puede prever
que la utilizacién de células madre constituird en el
futuro una de las herramientas para el tratamiento de
enfermedades tanto en animales como en los seres
humanos. En este sentido, se deben tener en cuenta
los controles y las medidas de bioseguridad, dados
los riesgos inherentes al manejo y a la comercializa-

cién de reactivos biolégicos.

La utilizacién de las MSCs representa una oportuni-
dad para los profesionales de las ciencias veterina-
rias. La ubicacién de estos temas en los contenidos
curriculares y el desarrollo de practicas que conju-
guen el laboratorio de células y el ejercicio profesio-
nal, representa una necesidad sentida para las nue-

vas generaciones profesionales.
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