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RESUMEN

La Medicina Regenerativa es una novedosa terapéutica de amplio potencial en
diferentes enfermedades para la cual se utilizan células madre procedentes de la
médula 6sea (MO), cuya caracterizacion fenotipica es limitada. En nuestro trabajo se
estudio la expresion de diferentes marcadores de la membrana celular en células
mononucleares (CMN) de la MO de 14 pacientes a quienes se les realizd terapia
celular autdloga, obtenidas por puncién medular y movilizaciéon a la sangre periférica,
con el objetivo de caracterizar los diferentes tipos de células presentes en esta
poblacién celular heterogénea e identificar las moléculas de adhesiéon implicadas en su
adhesion. Se observé mayor presencia de células madre adherentes del estroma
medular en las CMN obtenidas directamente de la MO; una mayor poblacién de
células CD90+ en las CMN procedentes de sangre periférica CD34-/CD45- con una
elevada expresion de las moléculas CD44 y CD62L, lo que sugiere mayor presencia de
células madre mesenquimales (CMM) en las células movilizadas del estroma medular.
Los valores mas elevados de células CD34+ en las células madre procedentes de
sangre periférica con baja expresion de las moléculas CD117- y DR- sugiere la
presencia de células madre hematopoyéticas, hemangioblastos y células progenitoras
endoteliales movilizadas a la circulaciéon periférica. Se demostré que tanto las CMN
procedentes de MO como de sangre periférica, muestran una elevada expresion de
células madre con expresion de la molécula de adhesion CD44 (marcador de CMM),
probablemente implicadas en su migracién, asentamiento y diferenciacion.

Palabras clave: células madre, células progenitoras, medicina regenerativa, células
mesenquimales, células endoteliales.
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ABSTRACT

Regenerative medicine is a novel therapeutic method with broad potential for the
treatment of various illnesses, based on the use of bone marrow (BM) stem cells,
whose phenotypic characterization is limited. The paper deals with the expression of
different cell membrane markers in mononuclear BM cells from 14 patients who
underwent autologous cell therapy, obtained by medullary puncture and mobilization
to peripheral blood, with the purpose of characterizing the different types of cells
present in that heterogeneous cellular population and identifying the adhesion
molecules involved in their adhesion. A greater presence was observed of adherent
stem cells from the marrow stroma in mononuclear cells obtained directly from the
BM; a larger population of CD90+ cells in mononuclear cells from CD34-/CD45-
peripheral blood with a high expression of molecules CD44 and CD62L, which
suggests a greater presence of mesenchymal stem cells (MSC) in mobilized cells from
the marrow stroma. The higher levels of CD34+ cells in peripheral blood stem cells
with a low expression of molecules CD117- and DR- suggests the presence of
hematopoietic stem cells, hemangioblasts and progenitor endothelial cells mobilized to
peripheral circulation. It was found that mononuclear cells from both the BM and
peripheral blood show a high presence of stem cells with expression of adhesion
molecule CD44 (MMC marker), probably involved in their migration, settling and
differentiation.

Key words: Stem cells, progenitor cells, regenerative medicine, mesenchymal cells,
endothelial cells.

INTRODUCCION

Una de las bases fundamentales de la Medicina Regenerativa es el trasplante celular
autdlogo a tejidos lesionados, de células mononucleares (CMN) provenientes de la
meédula dsea. Su objetivo es la reparacion o disminucion del dafio histico a partir de
los diferentes mecanismos de accidon de estas células implantadas en el tejido u
6rgano dafiado.*

El estroma de la médula 6sea esta constituido por la célula hematopoyética y una
poblacién heterogénea de células no hematopoyéticas que incluye: células
endoteliales, fibroblastos, adipositos, células osteogénicas (subpoblaciéon que ejerce
efectos reguladores positivos y negativos sobre la proliferacion y diferenciaciéon de las
células hematopoyéticas)?*y células adherentes del estroma medular que son
capaces de renovarse por si mismas y diferenciarse en cartilago, musculo, tendén y
grasa,*® por lo que la médula 6sea que no ha sido sometida a métodos de deplecién o
extracciéon de poblaciones celulares especificas, contiene ambos tipos de precursores,
estromales y hematopoyéticos, y constituye la fuente celular principal para la
implantacion de células madre en otros tejidos.

En esta novedosa terapéutica se utilizan diferentes tipos celulares, y dentro de los
mecanismos involucrados en sus beneficios clinicos se encuentran: la reparacion
tisular y el aumento de la angiogénesis, la vascularizaciéon o ambos efectos.’

Recientemente, varias poblaciones de células madre no hematopoyéticas se han
descrito en la medula 6sea y otros tejidos adultos que incluyen: células madre
mesenquimales (CMM); células progenitoras multipotentes adultas (MAPCs, del inglés
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progenitor multipotent stem cells); células inducibles de multilinaje adultas aisladas
de médula osea (MIAMI, del inglés marrow isolated adult multilineage inducible);
células madre multipotentes adultas (MASCs, del inglés, multipotent adult stem cells);
células progenitoras endoteliales (CPE); OmniCitos y células madre pequefias
parecidas a células embridnicas, conocidas como VSELs (del inglés, very small
embryonic like).® Todas las anteriores pueden corresponder a poblaciones similares o
a poblaciones superpuestas de células madre, denominadas de manera diferente por
varios investigadores en diversas condiciones experimentales de aislamiento y
expansion en cultivos.

La adherencia y la capacidad multipotencial de las CMN de médula 6sea de
diferenciarse y proliferar a las células del tejido al que son trasplantadas, se
encuentran directamente relacionadas con la expresion de determinadas moléculas en
su membrana, que determina un particular fenotipo de diferenciacion, y con la
interaccion de las moléculas de adhesién con sus ligandos a nivel de este tejido.

La diferenciacién de estos tipos celulares y el conocimiento o caracterizacion de las
células empleadas en esta terapia, es de gran importancia para poder correlacionar el
porcentaje de estas, con la forma de terapia, la concentracién celular administrada, el
esquema de inyeccién y la evolucién clinica de los pacientes, lo que permitira un
perfeccionamiento y una mejor comprension de este proceder terapéutico.

Por todo lo anterior y lo limitado de este conocimiento, nos propusimos caracterizar la
poblacién celular de CMN de la médula 6sea y la sangre periférica utilizadas para la
terapia regenerativa, mediante la cuantificacion de los niveles de expresion de
diferentes moléculas de la membrana celular.

METODOS
Caracteristicas de la muestra

CMN obtenidas de 14 pacientes adultos con criterio de terapia celular regenerativa:
10 poblaciones celulares obtenidas directamente de médula ésea y 4 por movilizacion
de las CMN a la sangre periférica mediante previa estimulacion.

Métodos de obtencién celular

Las CMN de la médula 6sea se obtuvieron por aspirados mediante trécar de biopsia, y
se aislaron por el método de gradiente densidad con Ficoll 400-Telebrix 38 (método
manual de Boyiim modificado).®

Las CMN se movilizaron a la sangre periférica por estimulacion de la médula 6sea con
factores estimuladores de colonias granulociticas monociticas (FSC-GM) (LeukoCIM,
CIMAB, S.A., La Habana, Cuba). Se aislaron por separaciéon automatizada con
maquina separadora Fresenius AS 240 (Fresenius AG, Schweinfurt, Alemania) y se
concentraron mediante su programa BMSC (método automatizado).'®

La caracterizacion de las diferentes poblaciones celulares que contienen las CMN
autdlogas que se implantaron a los pacientes en la terapia regenerativa, se realizd
mediante citometria de flujo utilizando anticuerpos monoclonales especificos para
diferentes moléculas de la membrana celular mediante simple y doble marcaje.
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Citometria de flujo

A todas las muestras estudiadas, CMN procedentes de médula 6sea y sangre
periférica, se les cuantificé la expresion de las moléculas CD34, CD45, CD117, HLADr,
CD29, CD14, CD90, Cb44, CD62L y CD11a mediante inmunofluorescencia directa por
citometria de flujo, como se ha descrito anteriormente.***?

Se tomaron 100 uL de las CMN, se incubaron con 10 uL de cada AcMo conjugado con
fluorocormo (isotiocianato de fluoresceina o ficoeritrina, DAKO, Dinamarca) durante
30 minutos a 4 °C; los hematies se lisaron con 1 mL de solucion lisante (Becton-
Dickinson, EE.UU.); las células se lavaron 2 veces con solucién balanceada de fosfato
(PBS pH 7,2) a 1 500 rpm; se resuspendieron en 500 uL del mismo PBS vy la lectura
se realizd en un citdbmetro de flujo FAC-Scan (Becton- Dickinson, EE.UU.), mediante la
adquisicién de 50 000 células en cada caso.

En 6 muestras de CMN procedentes de médula ésea se cuantificaron las moléculas de
membrana mediante simple marcaje. En 8 muestras de CMN (4 procedentes de
médula 6sea y 4 de sangre periférica), se utilizé el doble marcaje mediante las
siguientes combinaciones de anticuerpos monoclonales: CD34/45, CD45/117,
CD45/Dr, CD34/29, CD34/90,CD34/14, CD45/117, y en todos los casos se utilizo el
simple marcaje de las moléculas de adhesién CD44, CD62 L y CD11a.

RESULTADOS

En las CMN procedentes de extraccion directa de la médula 6sea se observé una
mayor expresion de las moléculas de membrana especificas que corresponden con el
patron de expresion de las poblaciones de células madre adherentes del estroma
medular CD34-/CD45-/DR-/CD29+/CD14-/CD117- comparadas con el fenotipo de
moléculas de membrana descrito para la célula madre hematopoyética CD34+/CD45-
/CD117+/DR+ (figs. 1y 2).
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Fig. 1. Expresion fenotipica de marcadores de membrana (mediana) de células
madre obtenidas por puncidn de médula 6sea mediante simple marcaje.
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Fig. 2. Expresion fenotipica de marcadores de membrana (mediana) de células
madre obtenidas por puncién de médula ésea mediante doble marcaje.

Sin embargo, se observé un incremento del valor de la molécula CD90+ en las CMN
procedentes de sangre periférica CD34-/CD45- previa estimulacién con FSC- GM; y de
las moléculas CD44 y CD62L en comparacion con los valores observados en las CMN
obtenidas por punciéon de la médula 6sea (fig. 3).
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Fig. 3. Expresidon fenotipica de marcadores de membrana (mediana) de células
madre movilizadas de médula ésea en sangre periférica mediante doble marcaje.

En las CMN de médula 6sea y sangre periférica se demostré una elevada expresion de
células madre con expresion de la molécula de adhesién CD44, similar en la molécula
CD11a (LFA-1), y una mayor expresion de las moléculas de adhesion CD62L (L-
selectina) en las procedentes de sangre periférica (figs. 1, 2y 3).

Se demostré un porcentaje de expresion de células CD34+ mas elevado en las células
madre procedentes de sangre periférica, con baja expresion de las moléculas CD117-
y DR- (fig. 3).

En 11 de los 14 pacientes estudiados, la terapia celular regenerativa mostré criterios
de evolucién satisfactorios o favorables de acuerdo con los parametros de evaluacion
para cada proyecto clinico de investigacion.

DISCUSION

En nuestro trabajo se observé un predominio de marcadores de membrana especificos
que corresponden con una mayor presencia de células madre adherentes del estroma
medular en las CMN procedentes de médula 6sea, lo cual se explica por el hecho de
que estas: CMM, MAPCs, MIAMI y MASCs, han sido identificadas y caracterizadas
como una poblacidon de células adherentes derivadas de la médula 6sea capaces de
diferenciarse a multiples lineas mesodérmicas.®

En general, las células estromales cultivadas, independientemente del método de
cultivo empleado, no expresan las moléculas CD45 y CD34 caracteristicas de la linea
hematopoyética. Sin embargo, el fenotipo exacto de la célula precursora estromal o
de diferentes poblaciones celulares en la médula 6sea humana, aln esta en discusion.
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Diversos autores plantean que pueden corresponder a poblaciones similares de
células madre, denominadas de manera diferente en diversas condiciones
experimentales de aislamiento y expansion en cultivos.

El incremento del valor de la molécula CD90+ en las CMN procedentes de sangre
periférica CD34-/CD45- en comparacion con el porcentaje en las CMN de médula 6sea
CD34-/CD45-, y los valores elevados de las moléculas CD44 y CD62L, sugieren una
mayor presencia de CMM dentro de las células movilizadas del estroma medular. La
Sociedad Internacional de Terapia Celular o ISCT (del inglés, Internacional Society of
Cellular Therapy), en el afio 2006 propuso 3 criterios para definir las CMM: 1) deben
ser adherentes en cultivo; 2) expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en
ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34 y CD45, marcadores de
monocitos, macroéfagos vy linfocitos B; y 3) diferenciarse in vitro en osteoblastos,
adipositos y condrocitos bajo condiciones estandares de cultivo.*®*4?

Se demostr6 en las CMN de médula 6sea y sangre periférica una elevada expresion de
células madre con expresiéon de la molécula de adhesion CD44, probablemente
implicadas en la migracion, asentamiento y diferenciacién de estas células; y una
mayor expresion de CD62L en las células madre obtenidas de sangre periférica, lo que
corrobora una mayor representaciéon de CMM dentro de las células movilizadas del
estroma medular. Ademas de los antigenos referidos anteriormente, otros autores
proponen moléculas como STRO-1, CD44 y CD166 para la tipificaciéon de CMM. La
molécula de adhesién CD44 actua mediante la interaccion con el acido hialurénico,
osteopontina, colageno, anquirina, fibronectina y metaloproteinasas y participa en los
procesos de adhesién, migracion y proliferaciéon de las CMM.*8

Los valores mas elevados de células CD34+ en las células madre procedentes de
sangre periférica con baja expresion de las moléculas CD117- y DR- sugiere que
pueden corresponder con la CMH, hemangioblastos y CPE movilizados a la circulacion
periférica mediante la estimulacion de los FSC-GM. La CMH expresa la molécula CD34,
también podria coexpresar CD34+/CD133+/FCVE2+. Es por ello que algunos
investigadores denominan a estas células como hemangioblastos, considerando a este
tipo de célula como un progenitor. La CMH mas primitiva se caracteriza por un
fenotipo especifico: CD34 o CD34"/CD387°"/Thy-1* /CD90+/Kit™"°/Lin"/CD133
*/receptor para FCEV2 (CD34+/CD133+/RFCVE+) bipotencial, del cual derivan ambos
tipos celulares, células endoteliales y hematopoyéticas.'® Se ha demostrado que las
células CD34+/RFCVE2+ procedentes de médula 6sea y cordén umbilical son capaces
de formar colonias mixtas hematopoyéticas-endoteliales in vitro que podrian
representar hemangioblastos;?° las CPE y CE expresan también la molécula CD34. El
término de CPE se ha utilizado en células que expresan los antigenos CD133, el
receptor para el factor de crecimiento vascular endotelial (RFCVE) 2 y la molécula
CD34 (células CD34+/CD133+/FCVE2+), que pueden diferenciarse en células de
linaje endotelial in vitro y contribuyen a la neovascularizacion en modelos animales de
isquemia.?*%°

En nuestro estudio no cuantificamos la expresion de la molécula CD73. Sin embargo,
observamos una expresion similar en los porcentajes de la mediana de la molécula
CD11a (LFA-1) en las CMN procedentes de sangre periférica y médula 6sea y esta
molécula de adhesién es una a2 integrina. La molécula CD73 6 5'ectonucleotidasa, se
considera un marcador de linaje para las CMM y se cree que esté relacionada con
mecanismos de adhesion celular, ya que se ha encontrado coexpresada con moléculas
tipo a2 integrinas, lo que ha postulado a CD73 como un mediador de adhesion celular
en CMM.?%27 Esto corrobora la mayor representacion de células madre del estroma
medular adherente en la poblacion celular de la médula 6sea utilizada en los pacientes
trasplantados.
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El aislamiento, la caracterizacion fenotipica, la expansion en cultivo y el conocimiento
de las propiedades funcionales de las CMM, CPE y CE maduras, pueden variar en
dependencia de la interaccién directa con otras células o de la liberacién de factores
solubles especificos de cada microambiente.

Podemos resumir que existe una mayor presencia de células madre adherentes del
estroma medular en las CMN obtenidas directamente de la médula 6sea, y un fenotipo
mas especifico de CMM dentro de las células movilizadas del estroma medular, lo que
corresponde con una elevada expresion de las moléculas CD44 y L-selectina
probablemente implicadas en su migracién, asentamiento y diferenciacion. Los
valores mas elevados de células CD34+ en las células madre procedentes de sangre
periférica con baja expresiéon de las moléculas CD117- y DR-, sugieren que pueden
corresponder con las CMH, hemangioblastos y CPE movilizados a la circulacion
periférica.

No obstante, los resultados de estudios comparativos entre las CMN obtenidas de
medula 6sea y colectadas de sangre periférica sin movilizacién, han sido cuantitativa
y cualitativamente heterogéneos de acuerdo con su origen y entre individuos.?® Las
células madre y CPE mostraron una mayor presencia en médula 6sea y se encontré
una czzgrrelacic')n positiva muy débil entre los conteos de células CD34+ y los niveles de
CPE.

En la actualidad, es de gran interés continuar profundizando en el estudio de la
caracterizacion de los diferentes tipos celulares por su importancia en el uso
terapéutico, y ampliar nuestras posibilidades de trabajo teniendo en cuenta las
variaciones observadas segun la fuente de obtenciéon y el microambiente donde se
desean utilizar, para lograr un mayor avance en la profundizaciéon del conocimiento y
en el grado de recuperacion de los pacientes con terapia celular regenerativa.
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