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ALFA Y OMEGA DE LAS CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

Julio Roberto Caceres-Cortés*

RESUMEN

Durante varios afos la separacion de las células madre hematopoyéticas, a partir de la médula 6sea humana, fue
técnicamente dificil en hematologia experimental. Su aislamiento y caracterizacion de fuentes alternas como el cordén
umbilical y sangre periférica son ahora el comtin denominador de varios proyectos de investigacion de vanguardia. En esta
monograffa se sintetizan algunos aspectos importantes sobre la naturaleza de las células madre hematopoyéticas tales como
su origen, su potencial proliferativo, la presencia de inhibidores intracelulares de la proliferacion y su capacidad de
repoblacion total de lahematopoyesis. También se discuten en el presente trabajo la influenciay accion de diferentes factores
de crecimiento hematopoyético, en la inhibicion de la apoptosis o muerte celular programada, la proliferacion, la
diferenciacion, la movilizacion hacia sangre periférica y el mantenimiento in vitro de las células madre y sus subsecuentes
progenitores. Se dan evidencias sobre la baja frecuencia y el estado de latencia, como dos importantes caracteristicas
limitantes en el estudio de las células madre hematopoyéticas CD34". Finalmente, el aislamiento y purificacién de células
madre hematopoyéticas a partir de fuentes alternas como la sangre periférica y el cordon umbilical se ponen a discusion.
Palabrasclave: célulasmadrehematopoyéticas, célulasCD34", factoresdecrecimiento hematopoyéticos.

ABSTRACT

For years, isolation of human hematopoietic stem cells from bone marrow was considered a puzzle in experimental the
hematology. Now these cells are target of different kind of experiments around the world, and their isolation and a
characterization from other sources, such as umbilical cord and peripheral blood, are a common factor in many research
projects. In this review, i have synthesized some important aspects of the nature of hematopoietic stem cells, such as like their
origin, proliferative potential, presence of intracellular proliferative inhibitors and reconstitution capacity of total hematopoiesis.
The influence and action of different hematopoietic growth factors on the inhibition of apoptosis or programmed cell death,
proliferation, differentiation, mobilization toward peripheral blood, and in vitro maintenance of stem cells and subsequent
progenitors are also discussed. Evidence is given that rarity and quiescence are two important limiting characteristics in the
study of CD34" hematopoietic stem cells. Finally, isolation and purification of hematopoietic stem cells from peripheral blood

and umbilical cord are also discussed.
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INTRODUCCION

ORIGEN DE LAS CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

Lasangre humanaestadcompuestaporvariostiposdecélulas
gue ejecutan diversas funciones en el organismo. Los
eritrocitostransportanel oxigeno; lasplaquetascontrolanla
coagulacion sanguinea; los linfocitos, monocitos y
granulocitosintervienenen ladefensainmunitariacontra
cuerposextrafioscomobacteriasyvirus. Todasestascélulas
songeneradasenformasorprendente apartir deunamisma
célula, lacélulamadre hematopoyética'?; éstatiene la
capacidad de autorrenovarsey dar origenaprecursores
hematopoyéticos, los cuales proliferany se diferencian
repetidas veces dando lugar a células maduras con
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cualidades reducidas de proliferacion. Unicamente los
macrofagos, células cebadasy linfocitos conservan la
capacidad dedividirse enlamadurez®** (Fig1).

Duranteeldesarrollodelembriénhumano, lasprimerascélulas
madre hematopoyéticasaparecenenelsacovitelino, luego
migran al higado y de ahi a lamédula 6sea por el torrente
circulatorio. Lamigraciénesunapropiedad deestascélulasy
estdmediadapor factoresquimioatractantes presentesenlos
sitios de destino. En estado embrional las células
hematopoyéticas poseedoras del receptor c-Kit siguenun
gradiente del Factor de laCélula Madre (Stem Cell Factor,
SCF)oligandode Kitde tipomembranal expresado por los
fibroblastos, queactiiacomocentrodeatraccion. Estefenémeno
conocidocomo haptotaxisdirige lamigracionigualmentede
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Precursores multipotentes
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Go= Célula madre en fase Go del ciclo celular.

multi= Célula progenitora multipotente.

CFU-meg= Unidad formadora de colonias de megacariocitos.
Meg= Megacariocitos; Plt = plaquetas

BFU-E= Unidad formadora de “estallido” para eritrocitos.
CFU-E= Unidad formadora de colonias de eritrocitos.

CFU-G= Unidad formadora de colonias de granulocitos.
PMN= Polimorfonucleares.

CFU-M= Unidad formadora de colonias de macréfagos.
MO= Macroéfagos.

CFU-GM= Unidad formadora de colonias de macréfagos y granulocitos.

Células
diferenciadas

Precursores comprometidos
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Fig 1. Diagrama jerarquico de la hematopoyesis mostran

las células germinales y melanocitos®. Se asumia que las
células hematopoyéticas en estado adulto, permanecian
indiferenciadasydentrodelaméduladsea, lascualesconforme
adquirian lamadurez salian ala circulacion. Inclusive la
expresiondelantigenoCD34, otorgariaresidenciapermanente
dentro del microambiente medular. Pero recientes
observacionesindicanquelascélulas CD34" estan presentes
en la sangre periférica, y que conservan su capacidad de
repoblary reconstituir lahematopoyesis . Esto hizocambiar
elconceptoderesidenciadelascélulasmadrehematopoyéticas.

Actualmentesesabede laexistenciadeotrasfuentesdeceélulas
hematopoyéticas CD34" comoel higado fetal y el cordén
umbilical, cuyacapacidad deautorrenovaciényformacionde
nuevasangre estaeninvestigacion. Seconsideraquelacélula
madrehematopoyéticaprovenientedecualquieradeestasfuentes
tiene inherente la capacidad de producir dos células con
cualidades diferentes, una de estas células contintia su
diferenciacionulteriorylaotrapermanecesiendopluripotencial.
Lacélulamadrehematopoyéticahumanamasprimitivaqueha
permanecidopor muchotiemposiendounmisterio,ahoraesta
por convertirseenunarealidad. Lapurificaciéndelacélula
madre puede hacerse por selecciones positivas de células
portando ciertosantigenos (CD34, Thy-1) combinandocon

do Gnicamente la diferenciacién de la rama mieloide.

selecciones negativas paralosantigenos de diferenciacion
(CD38,CD13,etc.). LascélulasCD34+primitivasensu conjunto
noestan constituidas porunapoblaciGnhomogénea, sinoque
reagrupandiferentessubpoblacionesteniendopotencialesde
proliferacion y diferenciacion variables para producir los
progenitoreslinfo-mieloides®. Elensayooriginal paradetectar
célulasmadreeselensayode formaciondecoloniasenbazoal
dia12 (CFU-S)’. Por muchosarios las CFU-S se consideraron
equivalentesalascélulasmadre. Peroéstohasidocuestionado
Gltimamente™. Estostrabajos publicadoshan demostradoque
aunguelosprogenitoresreconstituyentesdelahematopoyesisa
largoycortoplazotienenactividad de CFU-S, lamayoriadelos
CFU-Sdedial2sonprogenitorestransitorios™. Lacélulamadre
masprimitivausualmentetieneunaactividad pre-CFU-S*.Son
demasiado primitivascomoparaformar coloniasaldial2, pero
danlugaraprogenitoresque puedenhacerlo.

LA CELULA MADRE ES UNA CELULA EN REPOSO CON UN

ENORME POTENCIAL DE PROLIFERACION Y DE DIFERENCIACION
Lascélulasmadresonescasas, enpromediolporcadal0,000
entrelascélulasmononuclearesdelaméduladsea, yapesarde
serelorigendelsistemacelularmésproliferativo, permanecenla
mayor partedeltiemposindividirse. Esteestadoquiescenteode
latenciaprotegeel patrimoniogenémicode posiblesaccidentes
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durante la division celular. La escases y la
quiescencia hansido dos dificultades importantes
enel estudio de estas células.

Observando el sistemaequilibrado a que dan lugar las
células madre hematopoyéticas, se podria pensar que
estédn programadas paraladiferenciacién. Sinembargo,
la orientacién de la célula madre hacia un linaje
determinado parece ser operado de maneraaleatoria, es
decir estocastica, segin lateoriade Tilly McCulloch®
teoriabien detallada por las experiencias de M. Ogawa'®.
Los estudios de M. Ogawa sobre células blasticas
formadorasde colonias, demostraron que éstas células
puede dar lugar alinajes celulares muy diferentes, por
ejemplo una célula hija da lugar a macréfagos y
granulocitos mientras que la otraa megacariocitosy
eritrocitosinclusive unasolacélula, observaron ellos,
puede dar lugaracinco colonias celulares diferentes.

Parece dificil creer que un sistematan ordenado pueda
obedecer a las leyes de probabilidad. Morrison y
Weissman®, han podido predecir el potencial de
autorrenuevo de progenitores multipotentes basdndose
enlaexpresion de marcadores de superficie. Paraellos
eso hablade un modelo deterministico: elautorrenuevo
estddeterminado por factores intrinsecos. Estas células
son poblaciones que representan un linaje de
progenitores multipotentes constituido por un continuo
que va desde las formas mas primitivas hasta las mas
diferenciadas. Perosilaprobabilidad esel origen de
ciertasopcionesdurante ladiferenciacion, laevidencia
deregulacionesinternasen los progenitoresexplicaria
lahomeostasis existente. B. Panterne, hademostrado
un retrocontrol en monocitos maduros sobre sus
progenitores™.

Elretrocontrol se realiza por medio de un factor de
crecimiento, el factor estimulante de laformacién de
colonias de macréfagos (macrophage colony-
stimulating factor M-CSF o CSF-1) secretado por los
monocitos maduros, que controla negativamente su
receptor sobrelos precursores mielomonocitarios. Este
retrocontrol disminuye laproducciéon de los monocitos
en beneficiode los granulocitos.

Elgrupode A. W. Burgess sugirio laexistenciade una
jerarquiade los diferentes factores estimuladores de
colonias (colony-stimulating factors (CSFs)) e
interleucinas en el retrocontrol de la expresién de
receptores en los progenitores™. Este control puede
ejercerse sobreel propioreceptor de lacitocina (down-
regulation) o sobre el receptor de otracitocina (down-
modulation). Vemos que, si lateoriaestocastica postula
un mecanismo aleatorio de ladiferenciacion, existen
sin embargo mecanismos de regulacion que actian
sobre los progenitores derivados de ésta célula. Porlo

14

tanto, conviene tomar con cautelalas diferentes teorias
sobre ladiferenciacién de lacélulamadre.

Lainterpretaciéon de ciertas experiencias puede ser
modificadaulteriomentealaluz de nuevos resultados.
Esasicomolos resultados de algunos experimentos de
D. Metcalf, explicados por el autor en términos
deterministas'®, pueden actualmente ser reinterpretados
por mecanismos de retrocontrol parecidos a los
descritos.

INHIBIDORES INTERNOS Y EXTERNOS PARA CONTROLAR LA
PROLIFERACION DE LA CELULA MADRE

Ante la ineficacia de la mayoria de los moduladores
biolégicos para sacar a la célula madre de la fase de
quiescenciaGo, se habuscado laposibilidad de que éste
estado seamantenido porinhibidoresextracelulares o por
factoresde control negativo intracelular. Se conociayala
existenciade algunosinhibidores de lahematopoyesis
comoel TGF-B (transforming growth factor-f), el MIP-1a.
(macrophage inflamatory protein-1c), el TNF (tumor
necrosisfactor), el INFy(interferén gama)®e igualmentea
los genes supresores de tumores. Desarrollando
oligonucleétidosantisentido paralosinhibidoresy paralos
genessupresoresdetumores, esposible estudiar lafuncién
deciertosgenesque mantienenalacélulamadreenestado
dequiescencia.

Estaestrategiapermite controlar lasalidade lafase Gode
célulasCD34*CD38 pertenecientesal compartimientode
la célula madre y permitirles dividirse in vitro®. En
efecto, bloqueando laexpresion de inhibidores comoel
TGF-B o el producto de genes supresores de tumores
como el gen Rb (retinoblastoma), se halogrado activar
progenitores masindiferenciados que aquellos cultivados
con lamés 6ptimacombinacién de citocinas.

Conayuda de cultivos de células aisladas provenientes
del compartimiento de lacélula madre, se halogrado
demostrar queen presenciadeoligonucleétidosantisentido
de TGF-P se bloguea la produccién autocrina de este
inhibidor. Lacélulamadre contieneentonceslamaquinaria
necesaria paramantenerse en estado de quiescencia. La
estrategia de oligonucleétidos antisentido para los
inhibidores o genessupresores, hapermitido igualmente
evaluar el potencial hematopoyético de células primitivas
condiferentesgrados de diferenciacion.

L. Terstappen y colaboradores postularon, que el
compartimiento de la célula madre esta incluido en la
subpoblacion CD34*CD38 y que lapoblaciéndecélulas
CD34'CD38 HLD DR-delaméduladseafetal contieneuna
célulamadre capaz de diferenciarse nosolamente hacialos
linajes linfo-mieloides sino que también hacia células
estromales®®. J. Hatzfeld, hademostrado que las células
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CD34'CD38ynolascélulasCD34:CD38"son activadas
por el oligonucledtido antisentido de TGF-B*, y que el
compartimientode lacélulamadre es capaz de producir
este inhibidor de laproliferaciénen lugar de las células
estromales.

Elcultivoinvitroque masse acercaal estado fisiologico
es el crecimiento de células madre sobre células
estromales®. El estroma es una capa de células
adherentes que puedencrecerinvitroapartir detejidos
hematopoyéticosy que producen factores necesarios
paralahematopoyesis (Fig 2).
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Fig 2. Esquema mostrando la interaccion celular entre las
células madre hematopoyéticas y el estroma.

Deestamaneraseestablece unaareacubiertaporcélulasen
formaadoquinada (cobble-stoneareaformingcell, CAFC)
lacual esun patrén microscépicodetectable que formanlas
célulasmadresobre las células estromales®. Recientemente
se hacomprobado que existe unaaltacorrelacionentre las
células capacesdeiniciar cultivosalargo plazo (long-
termcultureinitiatingcell, LTC-1C) con lascélulas que
forman CAFC?. Las células madre pueden ser cultivadas
tanto en medios liquidos como semisélidos en ausencia
del soporte dado por células estromales. Varias
combinaciones de citocinas hansido utilizadas en tales
cultivos paramantenery promover laproliferacionde las
células madre. Pero desafortunadamente, ninguna
combinacion de citocinas hasidoidentificada capaz de
promover unaexpansiénsignificativaoel mantenimiento
alargoplazodelascélulas madre entales cultivos. La
autorrenovaciony ladiferenciacién de las células madre
no concuerdacon loencontrado invivo®. Probablemente
la utilizacién de oligonucle6tidos antisentido de
inhibidores de lahematopoyesis sea unabuenaestrategia
enlaexpansiéonde células madre.

MOVILIZACION, MANTENIMIENTO Y PROLIFERACION DE LAS

CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS
Elsistemajerarquicodelahematopoyesisescongruenteconla
acciondefactoresdecrecimientoendiferentespuntosatodolo
largode lacascadadediferenciacion. Undogmapreviosostenia
guetantoel G-CSF (granulocyte colony-stimulatingfactor), el
M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) y la
eritropoyetinaeranselectivamenteactivossobregranulocitos,
macrdéfagosyeritrocitosrespectivamente, mientrasqueel GM-
CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
interleucina-1(IL-1), IL-3,e IL-6actuabansobrecélulasmadre
multipotentes. Aunque esta aseveracion puede ser cierta,
recientesdatosdemuestran que muchosfactoresdecrecimiento
acttianenvarios puntosdurante ladiferenciacion.

LautilizaciondecitocinasenelserhumanocomoG-CSF,GM-
CSFyelfactordelacélulamadre (Stem Cell Factor, SCF) o
factor Steel (Steel factor, SF) induce lamovilizacionde células
CD34' deméduladseahacialasangreperiférica®. Ellaspueden
ser recobradas por nuevastécnicas deenriquecimiento para
dichapoblaciénymantenidasinvitro,enpresenciadecocteles
decitocinas. Porotraparte,adiferenciadeloqueocurreinvivo,
lascélulasCD34 cultivadasinvitroenpresenciade GM-CSF
tiendenadiferenciarse. Surgelapregunta, ¢ esposiblemantener
lascélulasCD34+en proliferaciéoninvitrosindiferenciarse?
Recientesobservaciones”indicanqueel SCFinhibelaapoptosis
omuertecelularprogramadadelascélulashematopoyéticasy
gue puede mantener vivas las células CD34" sin inducir
diferenciacion® y expandirlas con la coestimulacion de
interleucina-1B (IL-1p), IL-3, IL-6 y eritropoyetina (EpO)**.
Paralarealizaciondeestudiosentrasplantacion, lautilizacién
del SCFpodriaservitalenelmantenimientodeestascélulasex
vivoenunestadonodiferenciado.

Enlaactualidad escadavez mésusadoel trasplante desangre
periféricaconcélulasmadre movilizadas,encomparacioncon
eltrasplantede méduladsea, dadosusmashbajoscostosy sumas
facilmanejo. Porotraparte, essabido que lasangre periférica
contieneper seprogenitoresCD34*CD33- circulantesdiferentes
alascélulaspluripotenciales CD34*CD33 de méduladsea,
observandose unadiferenciacioninicial. Lautilizacion de
citocinas paramovilizar progenitores hematopoyéticosmas
primitivosalasangre periféricagarantizaqueseencuentrenen
mayor proporcion.

Enrelacidnalacapacidaddeciertascitocinasdeinfluirenel
estadodediferenciaciéndelascélulasmadre hematopoyéticas,
secreequelaexpresioncoordinadadegeneslinajeespecificos
enlascélulashematopoyéticasenproliferacionestamediadaen
parte por laactivacionosupresiondefactoresdetranscripcion.
El transactivador GATA-1 es un ejemplo de ellos que se
encuentrarestringidoaloslinajeseritroide, megacariociticoy
decélulascebadas”. Esposiblequeinvitroel SCF noactive los
factoresdetranscripcidnnecesarios paraladiferenciacionde
célulasCD34yencambioel GM-CSFinduzcalaactivacionde
estosfactores.
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EL CORDON UMBILICAL: ALTERNATIVA EN EL TRASPLANTE
SANGUINEO

Con mas frecuencia la sangre de cordon umbilical es mas
utilizada para ser trasplantada en nifios. Sin embargo, es
importante conocer también lascondicionesdetrasplantede
sangrede cordonumbilicalaunadulto. Sehanhechoestudios
comparativos' entreel potencial hematopoyéticodelasangre
de cordon umbilical y el potencial de médula 6sea. En esos
estudioslascélulaspurificadasCD34*CD38 desangredecordon
ydelamédulaosea, proliferaronenmedioliquidoalargoplazo
bloqueandolaproducciénautocrinade TGF-Bparapermitirun
maximodesarrollodelcompartimientodelacélulamadre. Este
desarrollofueevaluadocadasemanatomandounaalicuotadel
cultivoysembrandolaencultivossemisolidossecundariosconel
findedeterminarlaproducciéndelosdiferentesprogenitores.
Luegodesietesemanasdecultivoenliquido,laproducciéntotal
dediferentestiposde progenitores (BFU-E: burstformingunit
erythroid; CFU-GM: colonyformingunit-granulo-monocytes)
enlasangre decordonsereveldsignificativamente superior
comparadaconlademéduladsea®.

Debido al grado de eficiencia en la reconstitucion de la
hematopoyesis, subajogradoderechazocontrainjertoysu
superior potencial comparadoconeldeméduladseahacendel
cordénumbilicalunabuenaalternativaeneltrasplantesanguineo
enmalignidadeshematal6gicasynohematoldgicas.

PERSPECTIVAS Y CONCLUSIONES

Los resultados antes expuestos aportan una prueba
suplementaria: el compartimientode lacélulamadre esta
constituido por células heterogéneas teniendo potenciales
hematopoyéticosdiferentes. Sindudaalgunaenel futurosera
necesariodefinir lassubpoblacionesde célulasmadre, como
se han definido las subpoblaciones de las células T o de
macrofagos.

Actualmente, unodelosobjetivosesobtener célulasmadreque
permitan crear facilmente almacenes de ellas. La sangre
proveniente de cordén umbilical se harevelado comouna
buenaalternativaparalacreaciéndeestosbancosde células
madre. Lasventajasde lasangre de cordéon umbilical essu
disponibilidaden Méxicoy su mésfacil obtencidonadiferencia
delaméduladsea.

Peroadnquedan problemasporresolver: (a) ;seranecesario
congelarbolsasde sangrede cordén o podremoshacer bancos
decélulasmadre CD34"yque puedansercongeladasenviales
de1.5ml?; (b) ;seranecesariotrasplantar lascélulas madre
purificadasconciertassubpoblacionescelularesquefavorezcan
ladestrucciondecélulas malignas (fenébmeno degraftversus
leukemiaoGVL)sinprovocarel fendmenoderechazocontra
injerto (graft versus host o GVH)?; (c) ¢se podra activar
solamente una parte de las células madre o asociarlas a
progenitoresmasmaduros paraacelerarel éxitodel trasplante?
¢Cualserael papel delascitocinasen éste caso?; (d) ademas
dentrodelasfinalidadesde muchosproyectosdeinvestigacion,
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lacélulamadreesunacandidatadeopcionparalaterapiagénica
delasenfermedades genéticas, el canceryel SIDA; enestos
casos¢sepodransacardelafase Golascélulasmadrepurificadas,
activarlas parapracticar latransferenciadel gen, y después
regresarlas a la fase de quiescencia para impedir que se
diferencien?

Enladltimadécada, secomenzdaestudiar laposibilidad de
purificar lacélulamadre para utilizarla con fines clinicos,
comprendidalaterapiagénica,yel proyecto pareciautopico
paramuchos. Ahora, esos proyectosse hanconvertidoenuna
realidadennumerososcentrosdetrasplante. Esprobableque,
en los proximos afos, larealidad rebase a los viejos mitos
subyacentesdelacélulamadre.
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