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Resumen

Las células madre -o troncales- mesenquimales (CTMs) juegan un papel
importante en medicina regenerativa e ingenieria tisular, puesto que estas
células indiferenciadas tienen la capacidad de autorrenovarse y de dife-
renciarse en varios linajes celulares adultos con funciones especializadas
diferentes. Estas células cuentan con la capacidad de inmunomodulaciony
establecimiento celular sin riesgo de generar teratomas, en contraste con
las células troncales embrionarias o las células troncales pluripotenciales
inducidas. Varios autores también resaltan la capacidad regenerativa de
los productos de estas células, conocido como secretoma. Estos productos
juegan un papel muy importante en procesos de cicatrizacién y angiogé-
nesis, por lo que resultan ideales para aplicarlos en terapias basadas en
regeneracién y reparacion de tejidos y érganos. La presente revision hace
un recuento del estado del arte sobre los procesos de inmunomodulacion
producidos a partir de estos productos celulares.

Palabras Clave: Células troncales mesenquimales, Ingenieria tisular, Se-
cretoma, Inmunomodulacién.

Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC's) play an important role in regenerative
medicine and tissue engineering, since these undifferentiated cells have
the ability to self-renew and differentiate into several adult cell lineages
with different, specialized functions. These cells have immunomodulation
and homing capacities without the risk of generating teratomas, in con-
trast to embryonic stem cells or induced pluripotent stem cells. Several
authors also highlight the regenerative capacity of products of these cells,
known as secretome. These products play a very important role in healing
processes and angiogenesis, making them ideal for application in thera-
pies based on regeneration and repair of tissues and organs. The present
review makes a recount of the state of the art on the processes of immo-
dulation produced from these cell products.

Keywords: Mesenchymal Stem Cells, Tissue Engineering, Secretome, Immu-
nomodulation.
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Introduccion

Las CTMs (MSCs por sus siglas en inglés) son un grupo de células adultas, que fueron
inicialmente aisladas y caracterizadas por Friedenstein et, al. en 1974, de la médula
0sea de un ratén y las denomind UFC-F, capaces de diferenciarse en osteocitos,
condrocitos y adipocitos (1). Las CTMs, son células inmaduras, indiferenciadas que
tienen la capacidad de proliferar, auto-renovarse y diferenciarse en varios linajes ce-
lulares de las diferentes capas germinales, como lo son el endodermo, el mesodermo
y el ectodermo (2-4). Actualmente, la sociedad internacional para la terapia celular
postula 3 criterios minimos para identificar CTMs, los cuales se enumeran como: 1)
Adherentes al plastico en condiciones estandar de cultivo, 2) Expresidon de antigenos
especificos de superficie, siendo positivo en porcentaje mayor al 95%: CD105,CD73y
CD90 y negativo en porcentaje menor al 2% para CD45, 34, 14,y HLA-DR y 3) Poten-
cial de diferenciacion en condroblastos, adipocitos y osteoblastos (5).

En cavidad oral, se han reportado varias fuentes de estas células indiferenciadas,
gue son de facil obtencion para el cuerpo odontoldgico, incluyendo: epitelio oral,
encia, glandulas salivares, periostio, médula ¢sea de hueso orofacial, pulpa dental,
ligamento periodontal, papila apical, foliculo dental, gérmenes dentales y dientes
primarios exfoliados (Tabla 1, Figura 1) (6). Asi mismo, las proteinas secretadas por
estas células juegan un papel clave y coordinan funciones bioldgicas tales como,

crecimiento, division, diferenciacién, apoptosis y senalizacién.

Tabla 1. Caracteristicas de las CTMs de origen dental

Células troncales

Expresion de antigenos

Capacidad de

Capacidad de formacion

mesenquimales (positivos) diferenciacion in vitro de tejido in vivo
CD9,CD10,CD13, CD29, Dent: (od)
hDPSCs CD44, CD49d, CD59, CD73, ’ Den : (denti, pulp)

Células troncales de pulpa dental

CD90, CD105, CD10¢,
CD146,CD166

Mes: (os, ad, con, mio)
Ect: (neu)

Mes: (ad, musc)

SHED células troncales de
dientes deciduos exfoliados

CD13, CD44,CD73, CD90,
CD105,CD146

Dent: (od)
Mes: (os, ad, con, mio, end)
Ect: (neu)

Den : (denti)
Mes: (hue,
microvasculatura)

CD9,CD10, CD13, CD29,

PDLSCs Células troncales de  CD44, CD49d, CD90, CD73, E/Ieer;t_:(fsetr?d con) Dent: (cem LPD)
ligamento periodontal CD90, CD105, CD106, Ect: .(neu)' ' Mes: (hue alveolar)
CD146,CD166 '
CD9,CD10,CD13,CD29,
) Dent: (Cem)
DFSCs Células troncales de CD44, CD49d, CD?0, CD73, Mes: (ost, ad, con) Dent: (cem LPD)
foliculo dental CD90, CD105, CD106, Ect. .(neu)' ' Mes: (hue alveolar)

CD166

TGPCs Células progenitoras del

CD29, CD44,CD73,CD 90,

Mes: (ost, ad, endo)

germen dental CD 105,CD106,CD 166 Cct (new Mes: (hue)
End: (hep)
) CD49d, CD51/61, Mes: (ad)
SCAP Lelulas troncales de  oney cpy3 cpop, €105, Ect: (neu) Den : (denti, pulp)

papila apical

CD106,CD146,CD166

GMSCs OMSCs Células troncales
gingivales

CD29, CD44,CD73, CD90,
CD105,CD106, CD146,
CD166

Mes: (ost, ad, con)
Ect: (neu, gli y célula
endodérmica definitiva)

Mes: (hue, cart, gra,
mus)
Ect: (epit, neu)

Linajes de diferenciacion: dent (dentinogénico), mes (mesodérmico), ect (ectodérmico), end (endodermo), denti (dentina), pulp (pulpa) od (odontoblasto), os
(osteoblasto), ad (adipocito), cho (condrocyte), mio (mioblasto), neu (célula neuronal), endo (célula endotelial), cem (cementoblasto), hep (hepatocito), musc
(musculo) hue: (hueso) cem: (cemento) gra: (grasa), epit: (epitelio), gli: (glia) ND: no determinado. (Tabla modificada de Egusa et al., 2012).
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Figura 1. Fuentes de células troncales de origen dental

BMSCs: Bone marrow-derived MSCs, DPSCs: Dental pulp stem cells; SHEDs:
Stem cells from human exfoliated deciduous teeth; PDLSCs: Periodontal liga-
ment stem cells; DFSCs: Dental follicle stem cells; TGPCs: Tooth germ progenitor
cells; SCAP: Stem cells from the apical papilla, OESCs: Oral epithelial progenitor/
stem cells; GMSCs: Gingiva-derived MSCs, PSCs: Periosteum-derived stem cells,
SGSCs: Salivary gland-derived stem cells, DISC: Dental implant stem cells, BFP-
ASCs: Bichat's fat pad Adipose-derived stem/stromal cells and CSSCs: Craniofa-
cial sutures derived MSCs (41).

En regeneracion tisular y en medicina regenerativa se plantea la hipétesis paracrina
como un enfoque alterno para la utilizacion de las células troncales como potencial
terapéutico. El SCT incluye citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y pre-
senta un interés creciente en los Ultimos anos debido a sus multiples implicaciones
en reparacién y regeneracion de tejidos lesionados o enfermos de manera cronica
y/o irreversible (7).

Metodologia

Estrategia de bisqueda

Se realizé una revision bibliografica hasta el 15 de mayo de 2017 bajo criterios especi-
ficos (Tabla 2). Se utilizaron las siguientes estrategias de blusqueda utilizando términos
MeSH: (“Mesenchymal Stromal Cells"[Mesh] AND “Immunomodulation”[Mesh]), 804
resultados; ("Mesenchymal Stromal Cells"[Mesh] AND “Immunomodulation”[Mesh]
AND “secretome”), 6 resultados; (“Tissue Engineering’[Mesh] AND “Mesenchymal
Stromal Cells"[Mesh] AND “secretome”), 8 resultados; y (“Tissue Engineering”[Mesh]
AND “Mesenchymal Stromal Cells"[Mesh] AND “secretome” AND “immunomodula-
tion”), 1 articulo. Se eligieron 56 articulos por su relevancia para esta revision.

Tabla 2. Estrategia de busqueda

Estrategia de busqueda Descripcion
Bases de datos MEDLINE via Ovid, Pubmed y Dentistry and oral science.

Células troncales mesenquimales, ingenieria tisular, secretoma,

Palabras clave . o,
inmunomodulacion.

Tipos de estudio buscados Revisiones, revisiones sistematicas, ensayos clinicos
Anos de busqueda Desde 1974 hasta el 2017
Idioma Inglés y espanol
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Desarrollo del tema

La evidencia cientifica arroja abundante informacion que demuestra la existencia de
factores solubles y de vesiculas extracelulares como componentes del secretoma
identificado in vitro en los medios condicionados, lo que sustenta la actividad para-
crina atribuida a las CTMs.

Las CTMs se describieron inicialmente a partir de médula 6sea (8) pero se sabe que
pueden ser encontradas en diferentes tejidos incluyendo sangre de cordén umbili-
cal, tejido adiposo y pulpa dental (9-13). Dado que las senales provenientes de las
CTMs pueden promover el reclutamiento de multiples tipos de progenitores celu-
lares, y a su vez regular la respuesta inmune e inflamatoria, se ha sugerido que
el potencial terapéutico de estas células podria ser independiente de procesos de
diferenciacién per se y mas dependiente de su interaccién con el microambiente ti-
sular (14-16). Ain més, las CTMs han demostrado eficacia en estudios clinicos para
reducir el grado y duracion de enfermedad injerto-contra-huésped de presentacion
comun en pacientes receptores de trasplantes hematopoyéticos alogénicos (17,18).

Células troncales de la cresta neural

En 1868 el embridlogo suizo Wilhelm His descubrié una banda delgada de células
no detectadas previamente, agrupadas entre el ectodermo y el tubo neural embrio-
nario de un pollo en desarrollo. El Dr. His las denominé “Zwischenstrang” o "la cuerda
intermedia”. Al final del siglo XIX, el término Zwischenstrang fue reemplazado por el
término en inglés mas descriptivo de "células de la cresta neural’, debido a su locali-
zacion geografica en la cresta del tubo neural como su sitio de origen (Figura 2) (19).

Ectodermo no
neural

Neuroectodermo

Limite de la

Invaginacion
primitiva placa neural
Células del
mesodermo
Pliegues
neurales
Placa neural Mesodermo
paraxial

Célulasde la
cresta neural

Mesodermo

Tubo neural
Notocorda

Figura 2. Neurulacion y la migracion de la cresta neural

Las interacciones entre el ectodermo no neural (azul) y el mesendodermo (verde)
con la placa neural (purpura) inducen los margenes de la placa neural (azul claro).
A medida que avanza de tubo neural, la placa neural se enrolla y los margenes
de la placa neural se convierte en los pliegues neurales. Cerca del momento del
cierre del tubo neural (dependiendo de la especie), las células de la cresta neural
pasan por una transicion epitelial a mesenquimal y migran a lo largo de las vias
definidas.
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La pulpa dental considerada como un reservorio de las hDPSCs (human Dental Pulp
Stem Cells) las cuales son células troncales derivadas del neuroectodermo origina-
das a partir de la migracion de las células de la cresta neural hacia el mesénquima
del estomodeo para constituir el ectomesénquima, las cuales poseen propiedades
de células troncales mesenquimales (20). Se han identificado la existencia de célu-
las troncales de cresta neural en la papila apical y en el foliculo dental de dientes en
desarrollo que presentaron capacidad de autorrenovacion, formaron neuroesferas
in vitro, expresaron marcadores asociados a la cresta neural p75, Snail, Slug y fe-
notipo de células troncales neuronales Nestin+, Musashil+ o Receptor del Factor de
Crecimiento Nervioso p75 NGFR-p75.

Acciones paracrinas de las células mesenquimales

El secretoma de las células troncales es una fuente rica de proteinas como citocinas,
guimiocinas y factores de crecimiento que ha atraido la atencidn en los Ultimos anos
debido a sus multiples implicaciones en medicina regenerativa (Figura 3) (21). Los
resultados iniciales hacia la aplicacion del secretoma de células troncales para el
tratamiento de distintas enfermedades son prometedores (22). Posteriores estudios
al respecto lo confirmaron y ademas reportaron un blogueo de la funcién de sub-
poblaciones CD4+ Th1 y Th2, células dendriticas y células asesinas naturales NK
desencadenado por las CTMs (23,24) En general, se han reportado 3 mecanismos
principales implicados en la accion inmunomoduladora mediada por las CTMs: a)
El contacto célula-célula, b) la sintesis de moléculas inhibitorias y ¢) la induccion de
células T reguladoras.

Células troncales Hueso
mesenquimales
A, Musculo
Secretoma p
Neuronas

Figura 3. Esquematica de la accidn paracrina del secretoma de CTMs adultas

Después del aislamiento, las células troncales se expanden in vitro y liberan factores tréficos en su medio de cul-
tivo a través de la secrecion de microvesiculas y de exosomas. Los Factores liberados directamente en el medio
condicionado o contenidas en las microvesiculas pueden usarse como agente terapéutico para la regeneracion
y reparacion de tejidos.

La liberacién de factores solubles inmunosupresores desempena un papel fundamen-
tal y ha permitido evaluar el potencial terapéutico de moléculas derivadas de CTMs
en condiciones inmunoldgicas (25). En estos experimentos, se concluyé que las CTMs
reducian la mortalidad relacionada con sepsis mediante mecanismos dependientes
de IL-10, receptores de tipo Toll 4 y prostaglandina E2 directamente sobre los ma-
crofagos (26). Las CTMs suprimen de manera especifica respuestas inflamatorias
segun la etiologia en diferentes estadios de enfermedad o tejidos lesionados. Un
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gran numero de estudios han proporcionado sélida evidencia sobre la contribucion
de las CTMs en la regeneracion de érganos lesionados in vivo, en parte debido a la
modulacion de la respuesta inmune del huésped (27-29).

En modelos animales, las CTMs han demostrado promover la regeneracién de or-
ganos vy tejidos lesionados sin una alta incidencia o duracion de injerto (30-33). Por
ejemplo, Van Poll y cols. han proporcionado evidencia clara que la terapia con CTMs
genera un beneficio significativo de supervivencia, una reduccién del 90% de apoptosis
hepatocelular y un aumento en el nimero de hepatocitos proliferantes en un modelo
inducido por D-galactosamina de lesion hepatica aguda en ratas, lo que crearfa una
nueva posibilidad para el tratamiento de falla hepatica fulminante (34,35). Xin y cols.,
utilizando un modelo de accidente cerebrovascular por oclusion cerebral en ratas,
demostraron que las CTMs secretan exosomas que contienen microARN miR-133b,
responsable del incremento significativo del remodelado cerebral y la recuperacién
mediante la regulacidn de la expresion génica en los astrocitos y neuronas (36).

Discusion

Young-Ae y cols., demuestran que los estudios de investigacion que caracterizan el
secretoma de las CTMs comuUnmente se dirigen a moléculas, tales como factores
de crecimiento y hormonas, con funciones conocidas en la prevencién de la apop-
tosis, la induccién de la proliferacion celular y la diferenciacion o la regulacion de
las respuestas inmunes e inflamatorias (37). En un estudio realizado por Iso y cols.,
utilizaron ELISA para analizar el secretoma de los medios condicionados de CTMs
humanas con potencial rol en el tratamiento del infarto agudo de miocardio. De este
modo, demostraron una mejoria en la cicatrizacién y en la funcion cardiaca posterior
a la inyeccién de CTMs humanas en ratones inmunodeficientes con infarto agudo,
sin evidencia de injerto después de 3 meses de la inyeccidn (36).

Para examinar el papel de factores secretados por las CTMs, demostraron ademas
gue el secretoma de las CTMs humanas cultivadas, utilizadas en el estudio in vivo
rescataron de la muerte celular inducida por hipoxia in vitro a los cardiomiocitos
murinos y células endoteliales de la vena umbilical humana. Para identificar blan-
cos potenciales por validacion protedmica, emplearon analisis de microarreglos
para comparar los perfiles de expresidén genética de las CTMs con la de las células
de médula 6sea humana. Encontraron ARN para varios factores cardioprotectores
secretados que se sobre expresan en las CTMs. La validacién mediante ELISA de
los genes mas altamente expresados demostré la presencia de VEGF, HGF, adreno-
medulina, PIGF y la IL-6 en secretoma derivado de CTMs. Chiellini y cols., en 2008
utilizaron medios condicionados de CTMs de médula ésea y de tejido adiposo hu-
mano adherentes al plastico para evaluar la diferenciacion in vitro osteogénica y
adipogénica en los cuales identificaron las moléculas PAI-1, GRP-78, PTX-3 y BIGH-3
implicadas en el balance osteoblastos y adipocitos como efecto terapéutico. Choi y
cols. en el 2010, identificaron en el secretoma obtenido de medios condicionados de
CTMs de médula 6sea humana adherentes al plastico con fenotipo CD29+, CD44+,
CD90+, CD105+, CD146+, HLA-ABC+, CD14-, CD34-, CD106-, a las proteinas SMOC1,
CHI3L1, FGFB1, EFEMP1, TIMP3, POSTN, THBS2 y CTGF como responsables de la
diferenciacion osteoblastica (37).

Kristenseny cols. en el 2012, determinaron que el factor STC2 hallado en medios con-
dicionados de CTMs humanas estaba involucrado en la diferenciacion osteoblastica
(38,39). Posteriormente en el 2013, el equipo de Kim encontré las moléculas Anexina
A2, LTBP1 y LTBP2 en medios condicionados de CTMs de médula 6sea humana con
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una funcién no establecida en la diferenciacion osteoblastica. con su increible capaci-
dad inmunomoduladora y capacidad regenerativa (40).

En resumen, existe una gran cantidad de informacién que demuestra cémo los fac-
tores solubles y las vesiculas extracelulares (EVs) dentro del secretoma contribuyen
de manera importante a la actividad paracrina atribuida a las CTMs.
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