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| RESUMEN

UNQUE SE HAN LOGRADO GRANDES AVANCES en el campo de la biologia

molecular, todavia no se han esclarecido completamente los mecanismos

responsables de la organogénesis y los factores que modulan el proceso
de desarrollo, proliferacion, crecimiento y maduracién celulares durante la vida
fetal y adulta. Los animales comparten la capacidad de regenerar tejidos y 6rganos,
como un mecanismo bioldgico importante de defensa. En el caso del rifién, luego
del dafo tisular secundario a una noxa, se produce recuperacion anatémica y
funcional de la integridad, acompanada por la activacién de un proceso sofisticado,
mal comprendido, que lleva al reemplazo de las células tubulares danadas por
otras funcionalmente normales que reorganizan la arquitectura tubular. Este
fenémeno de recambio se produce gracias a la presencia de células madre adultas
somaticas exdgenas, responsables del proceso de mantenimiento de la homeostasis
renal, y posiblemente por células renales intrinsecas.
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|SUMMARY

CELL THERAPY IN RENAL AND CARDIOVASCU-
LAR DISEASE

ALTHOUGH THERE HAVE BEEN IMPORTANT ADVANCES
in the field of molecular biology, the mechanisms
responsible for nephrogenesis and the factors that
modulate the process of development, proli-
feration, growth, and maturation during fetal and
adult life have not been thoroughly explained.
Animals, including mammals, share the intrinsic
ability to regenerate tissues and organs as an
important biological defense mechanism. In the
case of the Kidney, after tissue damage secondary
to injury, anatomical and functional recovery of
integrity is achieved, accompanied by the
activation of a complex, poorly understood
process, leading to the replacement of damaged
tubular cells by functional ones that reorganize
tubular architecture. This regeneration and repair
process is produced by somatic, exogenous, adult
stem cells, and probably by intrinsic renal stem cells,
that are responsible for maintaining renal
homeostasis
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INTRODUCCION

AUNQUE SE HAN LOGRADO GRANDES AVANCES en el
campo de la biologia molecular, no se han esclare-
cido completamente los mecanismos responsables
de la organogénesis y los factores que modulan

este proceso de desarrollo, proliferacién, creci-
miento y maduracion celulares durante la vida
fetal y adulta.! El rindn adulto es una estructura
compleja, dependiente del crecimiento y la dife-
renciacion de lineas celulares precursoras hasta la
formacién de nefrones. Se estima que existen 26
tipos de células diferenciadas en el rifndn, que se
desarrollan a partir de cuatro lineas: los precurso-
res epiteliales, los angioblastos y precursores
endoteliales, los precursores del musculo liso y los
precursores de células estromales.? El riidn se
deriva del mesodermo, especificamente de tres
estructuras: el pronefros, el mesonefros y el
metanefros. Las dos primeras son transitorias, pero
necesarias para la formacion del 6rgano definiti-
vo, el metanefros. Este aparece alrededor de la
quinta semana de gestacién y se inicia por la
interaccion del brote ureteral con las células
mesenquimaticas del blastema nefrogénico. El
brote ureteral induce al mesénquima a su diferen-
ciacion en epitelio tubular glomerular; a su vez el
mesénquima inducido produce el crecimiento y la
ramificacion del uréter dentro del mesénquima
renal. Alrededor de la punta de cada uno de los
brotes ureterales, las células se agrupan en un
proceso llamado condensacion y forman una vesi-
cula cuya hendidura inferior es penetrada por pre-
cursores celulares mesangiales y endoteliales. Como
resultado del proceso nefrogénico, el mesénquima
metanéfrico se diferencia en glomérulos, tubulos
proximales, asas de Henle y fibroblastos
intersticiales, mientras que el brote ureteral y sus
ramificaciones dan origen al epitelio de los tubulos
colectores.! La formacién de nuevos nefrones se
completa a las treinta y cinco semanas de gesta-
cion, en el ser humano. En la vida postnatal no se
forman nuevos nefrones, pero los tubulos conti-
ndan su maduraciéon por varios meses. Después
de una lesién o noxa tisular se pueden regenerar
segmentos de glomérulo por aumento de la longi-
tud del capilar y su ramificaciéon, con reabsorcion
del segmento esclerosado. En la misma direccién
proliferan las células mesangiales y las células
endoteliales glomerulares, mientras que los
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podocitos expresan inhibidores de las quinasas
dependientes de ciclinas (IQDC), por lo que su ca-
pacidad regenerativa es pobre. Diversas familias
de factores de trascripciéon y de crecimiento son
esenciales para el desarrollo y la morfogénesis re-
nales normales, entre ellos Pax 2, WT 1, Wnt, Emx
2y BF 2y otros.?

|CICLO CELULAR

LA ACTIVIDAD DEL CICLO CELULAR €S un componente
intrinseco de la diferenciacién y la morfogénesis,
lo que se demuestra por sus altos niveles en la fase
inicial del mesodermo y por la disminucién gradual
de la proliferacion durante las Ultimas etapas de la
embriogénesis. El ciclo celular es un proceso
ordenado que lleva a la duplicacién y transmisién
de la informacién genética de una generacion a la
siguiente. Durante la divisién, el ADN debe ser
replicado exactamente y las copias cromosémicas
se distribuyen en forma idéntica, en dos células
hijas. Esta dividido en cuatro fases, a saber: G1 o
Gap 1, S o de sintesis de ADN, G2 0 Gap 2y M o de
mtosis.

La regulacién del ciclo celular permite monitorizar
los eventos que se producen en cada fase, antes
de pasar a la siguiente, para asegurar la integridad
del ADN e impedir la propagacién de células
danadas o con mutaciones en su material genético.
Esta regulacion se produce en dos sitios estratégi-
cos localizados al final de la fase G1, conocido como
punto de restriccion, y en la interfase de G2/M; GO
se refiere a la fase en que la célula se encuentra en
estado quiescente, temporal o permanentemente,
tal como en los cardiomiocitos y en las neuronas
en la etapa postnatal.> Reguladores positivos del
ciclo celular como las ciclinas y las quinasas
dependientes de ciclinas (QDC) se expresan en la
etapa embrionaria cuando la actividad proliferativa
es alta, mientras que la produccién de los
inhibidores de QDC (IQDC) estd aumentada en el
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corazén del adulto, cuando no hay actividad.® Las
ciclinas son la unidad reguladora y las QDC su por-
cion catalitica; el complejo ciclina/QDC fosforila
sustratos proteicos especificos que permiten la
progresion del ciclo, con activacion de la sintesis
de ADN en la fase G1/S y formacion de componen-
tes estructurales asociados con la mitosis en la fase
G2 y M.

El control del punto de restriccion en la fase Gi
estd mediado por dos QDC, dependientes de las
ciclinas D y E. La ciclina D en asocio con las QDC 4
y 6 fosforilan la proteina de supresion tumoral del
retinoblastoma (RB), lo que permite la liberacion
del factor de trascripcion E2F, y de esta forma su
accién en la trascripcién de diferentes genes
necesarios para sobrepasar el punto de restriccion.
A medida que el ciclo progresa a través de la fase
G1 aumenta la expresion de la ciclina E, la cual, en
asociacion con la QDC 2, es requerida para la
transicion de G1 a S. La integridad del genoma ce-
lular es monitorizada por el factor de trascripcion
p53, el cual opera a través de la regulacion del IQDC
p21 que previene la fosforilacion de la RB, inte-
rrumpiendo en forma temporal el ciclo celular
mientras se repara el ADN; si el dafo de éste exce-
de la capacidad reparativa celular, el p53 guia el
proceso hacia la apoptosis, por inducir la expre-
sién de la proteina proapoptética Bax.*

|REGENERACION RENAL

Los ANIMALES COMPARTEN LA CAPACIDAD de
regenerar tejidos y érganos, como un mecanismo
biolégico importante de defensa. Algunos tejidos
de los mamiferos, como el epitelio intestinal y la
epidermis, poseen un alto grado de plasticidad y
por lo tanto gran capacidad regenerativa. Este
fendmeno de recambio se produce gracias a la
presencia de células madre adultas somaticas.®

El rinén también posee una importante capacidad
de regeneracién. Luego del dano tisular secundario
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a una noxa se produce recuperaciéon anatémica y
funcional de la integridad renal, la cual es acompanada
por la activacién de un sofisticado proceso,
pobremente comprendido, que lleva al reemplazo
de las células tubulares danadas por otras
funcionalmente normales que reorganizan la
arquitectura tubular. Después de la nefrectomia
unilateral se produce un crecimiento compensa-
torio del rinén contralateral y se aumenta la
regeneracion por la estimulacion de un sistema
renotrépico.® El factor de crecimiento del hepato-
cito (FCH) es el principal candidato del sistema
renotrépico, teniendo efecto no solo endocrino,
sino también paracrino y autocrino. Las células del
estroma renal producen el FCH, cuya estimulacion
produce la expresién del receptor c-Met por las
células tubulares epiteliales y la activacién de
mecanismos mitogénicos, morfogénicos y
antiapoptéticos.”

Otro mecanismo importante de respuesta a una
lesion es la desdiferenciacion y posterior prolifera-
cién del epitelio celular tubular, lo cual implica la
pérdida de sus propiedades especializadas y la
reaparicién de marcadores mesenquimales detec-
tados durante la nefrogénesis como la Vimentina
y la Molécula neural de adherencia celular (N-CAM,
por su sigla en inglés).® Otro mecanismo propues-
to es el de la presencia de células madre renales
residentes en la papila, las cuales migran y se
diferencian en células epiteliales.® El reclutamiento
de células madre derivadas de la médula dsea
puede contribuir a la reparacién del dafno tisular,
aunque no parece ser el mecanismo fisiopatolégico
mas importante en la recuperacién funcional
renal.'o!

El analisis de rifiones de pacientes de sexo mascu-
lino trasplantados con el rindn de una donante de
sexo femenino y que se recuperan de una falla
renal aguda postransplante, revela en el material
de biopsia que el 1% de las células tubulares

tienen cariotipo masculino y son negativas para
CDA45, lo cual demuestra que el tejido fue repobla-
do por células autélogas. Los trasplantados
renales con las mismas caracteristicas, pero que
no presentaron falla renal, no expresan este tipo
de células, evidenciando que en condiciones
normales este proceso no ocurre.

CELULAS PROGENITORAS,
TRONCULARES O MADRE

CADA CELULA SOMATICA DEL SER HUMANO posee el
codigo genético completo, el cual permite el
desarrollo y la expresién de absolutamente todas
nuestras caracteristicas fenotipicas y funcionales.
Durante el crecimiento, nuestras células somaticas
se diferencian y especializan con el objetivo de
cumplir una funcién especifica en un 6rgano
determinado, sin que pierdan la informacién
genética contenida en el ADN del organismo como
un todo.'? Este hecho permite la clonacién
reproductiva al transferir el ndcleo de una célula
adulta a un oocito enucleado, formando un
blastocisto que se desarrolla al ser implantado en
el Utero materno; la clonacién terapéutica se
refiere al desarrollo de una linea celular embrionaria
autoéloga derivada de un embrién clonado y que
puede ser utilizada para reemplazar tejidos.'3

Las células progenitoras, tronculares o madre son
indiferenciadas, poseen la capacidad de
autorregeneracion y pueden diferenciarse en
mltiples lineas celulares. Mientras que las células
progenitoras embrionarias se derivan de embriones
de mamiferos en la etapa de blastocisto y tienen
gran capacidad para generar cualquier tipo de
célula del organismo, las células progenitoras
adultas son parte de tejidos especificos del
organismo postnatal en los cuales ellas pueden
diferenciarse.'* Este tipo de células retienen algin
grado de desarrollo de plasticidad, lo que les
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permite diferenciarse en lineas celulares de diversos
tejidos y capas germinales. Algunas células son
totipotentes porque conservan la capacidad de
desarrollar un organismo humano completo; otras
son multipotentes y producen miultiples tipos
celulares. Hay 200 billones de células en el cuerpo
humano, 200 tipos de células se derivan de 20 6
30 células madre.™ Las células madre de origen
embrionario son totipotentes y pueden ser
obtenidas para investigacién o aplicaciéon
terapéutica de fetos abortados o no utilizados
luego de fertilizacién in vitro; las células madre
somaticas adultas residen en diferentes érganos,
entre ellos la médula 6sea, y son multipotentes, lo
que les confiere una capacidad de diferenciacién
mas limitada.' (Tabla N° 1).

Tabla N° 1
TIPOS Y CARACTERiSTlCAS DE LAS
CELULAS MADRE

AUTOLOGA ALOGENICA EMBRIONARIA

Inmunosupresién - ++ ++
Carcionogénesis - ? b
Disponibilidad ++ ? ?
Problemas éticos - ++ ++

-- No; ++ Si; ? Datos dudosos

|TIPOS CELULARES

UNO DE LOS ASPECTOS IMPORTANTES, aln no
resueltos, en la terapia celular regenerativa es el
tipo de célula apropiada para reparar el tejido
lesionado. Cada uno de los tipos celulares tiene un
perfil caracteristico con ventajas, limitaciones y
aplicaciones practicas, las cuales han permitido su
utilizacién en experimentos clinicos.

Células madre embrionarias. Las células madre
embrionarias son totipotentes, inmortales, deriva-
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das de la capa interna del blastocisto. En condiciones
especiales se diferencian en cuerpos embrioides
multicelulares que desarrollan células de las tres
capas germinales. Su utilizaciéon en estudios clini-
cos ha sido dificil debido a su inmunogenicidad,
potencial teratogenicidad y a dilemas éticos y
legales dificiles de superar.'®

Células derivadas de la médula 6sea. La médula
Osea estda compuesta por una poblaciéon hetero-
génea de células de varios linajes y caracteristicas.
La fracciobn hematopoyética es responsable de la
produccion de mas del 95% de las células sangui-
neas. La fracciébn no hematopoyética estd compuesta
principalmente por células madre mesenquimaticas
y en menor proporcién por células adultas progeni-
toras multipotentes y células progenitoras endote-
liales.' Durante muchos afnos se les reconocié a
las células madre derivadas de la médula 6sea Unica
y exclusivamente su capacidad para generar cada
uno de los diferentes tipos de células sanguineas,
con su consecuente utilizaciéon en el tratamiento
de diversas enfermedades hematoldgicas. En la
Gltima década se ha demostrado su plasticidad para
diferenciarse en células de diferentes capas
germinales y 6rganos tales como las del higado,
rinén, pulmén, piel, tracto gastrointestinal,
musculo esquelético y cardiomiocitos.'®

Células madre hematopoyéticas. Estas células
tienen una capacidad importante de autorregene-
racion y la posibilidad de diferenciarse en diversas
lineas celulares. Ademas, se ha demostrado que
poseen una alta capacidad de anidacion, lo que les
permite establecerse en un érgano determinado
como cualquier célula nativa. Se ha utilizado la
expresion de la molécula de superficie celular CD34
para marcar esta fraccion hematopoyética; sin
embargo, existen reportes que aseguran la
ausencia de un marcador universal para identifi-
car la célula madre de la médula 6sea. Constituyen
aproximadamente el 1 a 3% de las células de la
médula.'® Se ha reportado la presencia de células
hematopoyéticas CD34 negativas, las cuales son
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mas inmaduras que las CD34 positivas, aunque
conservan su plasticidad.?® Posiblemente la expre-
sién de la molécula esta en relacién con el estado
de activacién mas que con su comportamiento
como célula madre.?' Como alternativa al CD34 se
ha utilizado el CD133, el cual se expresa en células
hematopoyéticas y en células progenitoras endote-
liales, las cuales tienen la capacidad de integrarse
para promover la neovascularizaciéon en tejidos
isquémicos. Pueden ser aisladas por aspirado de
médula 6sea o de sangre periférica, aunque estas
Gltimas expresan menor numero de moléculas de
adherencia, tienen menor plasticidad y deben ser
estimuladas con el factor estimulante de crecimien-
to granulocitico.

Células madre mesenquimaticas. Las células
madre mesenquimaticas tienen capacidad clonogé-
nica y pueden diferenciarse en células maduras del
cartilago, la grasa, el hueso, los tendones y
musculos.?? Dada su multipotencialidad y facilidad
para aislarse y expandirse en cultivos in vitro sin
perder su capacidad como célula madre y su escasa
inmunogenicidad, se las ha utilizado en multiples
estudios experimentales y clinicos para regenera-
cién. No tienen un marcador universal que las
diferencie, no poseen marcadores de células
hematopoyéticas como CD31, CD34 y CD45 y
expresan CD44, CD90, CD105, CD106 y CD166. Se
aislan de la médula dsea, la sangre periférica y el
cordén umbilical.?324

Células progenitoras adultas multipotentes.
Constituyen una poblacién con un alto grado de
plasticidad. A diferencia de las células mesenquima-
ticas, pueden ser cultivadas indefinidamente en un
medio pobre en nutrientes; sin embargo, no esta
claro si son un grupo diferente o s6lo una
subpoblacién normalmente presente en seres
humanos, cuyas caracteristicas son un fenémeno
desarrollado bajo las condiciones de cultivos in
vitro. Cambios especificos en factores de crecimiento
inducen su diferenciacion en células de las tres
capas germinales.?®

Células progenitoras endoteliales. Estas células
expresan CD133, CD34 y factor de crecimiento
vascular endotelial 2 (VEGF2, por su sigla en inglés).
La lesién vascular produce elevaciéon de factores
angiogénicos tales como el factor de crecimiento
vascular endotelial A (VEGF-A, por su sigla en
inglés) y el factor de crecimiento plaquetario (PLGF,
por su sigla en inglés), los cuales a su vez activan
la metaloproteinasa 9 (MMP-9), lo que conduce a
aumento de la biodisponibilidad del ligando soluble
de la citoquina sKit, desencadenando un fuerte
estimulo para la proliferacién y movilizaciéon de
precursores hibernantes de la médula ésea,
incluyendo los progenitores endotelilales marcados
VEGF2 y cKit,?® para la reparacién vascular en la
zona del dano.

Células progenitoras renales. Se ha demostrado
la existencia de células madre renales, con un ciclo
celular lento que permite su divisién para mantener
el reservorio de células para recambio y reparacion,
que expresan Vimentina y E-Caderina.?’

Movilizacién de células madre. La movilizacién
de células madre desde la médula ésea permite
disponer de un nimero importante de ellas para la
regeneracion tisular y la neovascularizacion. El
tejido lesionado libera sustancias que producen
sefnales moleculares, que permiten la movilizacién
del reservorio medular y la expresion de receptores
para su anidacion. El G-CSF moviliza células madre
desde la médula 6sea, mediante un mecanismo
indirecto dado que no expresan el receptor
especifico. Una dosis del factor induce la expresion
de CXCR4, el cual es importante para el trafico y el
reclutamiento de los linfocitos en los sitios de
inflamacién y potencia la capacidad de las células
madre para la anidacién y la diferenciacion.?® El
rinén tiene la capacidad de producir G-CSF en
respuesta a la isquemia y las células del asa
ascendente lo producen por la exposicién a
especies reactivas de oxigeno, lo que explica la
actividad inflamatoria durante las lesiones tisulares
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y puede participar en el reclutamiento de células
madre derivadas de la médula 6sea.?

MECANISMOS DE ACCION
DE LA TERAPIA CELULAR

No ESTA CLARO EL MECANISMO PRINCIPAL por el
cual la terapia celular actda en el proceso de
proteccion y reparacion renal, especificamente las
células derivadas de la médula ésea. Las células
mesenquimaticas pueden reparar directamente las
células tubulares por la secrecién de factores que
promueven la desdiferenciacion y la proliferacion
de las células epiteliales tubulares o por estimular
el aflujo de células madre renales residentes. Otras
células derivadas de la médula 6sea, posiblemente
las células hematopoyéticas, mejoran el flujo
sanguineo medular renal y se transdiferencian o
fusionan en células tubulares y participan en el
reparacion del tabulo.303!

En conclusién, la comprension de los mecanismos
de reparacién tisular renal anuncia un horizonte
alentador en la recuperacion funcional del 6rgano
y proporciona las bases cientificas para la utilizacién
de la terapia celular regenerativa, con el fin de
disminuir la progresion del dafo hacia el deterioro
definitivo.
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