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Introduccion

En 1961 Till y McCulloch demostraron la existencia de precursores
hematopoyéticos y propusieron que estas células tienen la habilidad de auto-renovarse y de
generar diversas células para formar tejidos diferentes. El problema con el potencial de
estas células es controlar su crecimiento y diferenciacion.

La hematopoyesis es un complejo sistema de multiplicacion celular que involucra
mecanismos de proliferacion, diferenciacion y maduracion, incluyendo todas las lineas
celulares que originan a todos los componentes celulares de la sangre (granulocitos,
macrofagos, eritrocitos etc.). Todas las lineas celulares hematopoyéticas se originan de
células madre o células progenitoras totipotenciales.

Las células madre producen factores de trascripcion que controlan su destino asi
como su auto-renovacion, ademas que cada linaje se encuentra controlado por una
combinacion Unica de estos factores, que pueden ser expresados individualmente segin el
linaje.

En un individuo adulto hay tejidos en los que algunas de sus células se dividen
activamente, pero otras no. Entre los que se dividen estan la médula 6sea y la piel, en ellos
encontramos células precursoras que se reproducen y generan células especializadas de
sangre y de piel respectivamente. En otros tejidos se han encontrado también células
madres especializadas, capaces de reproducirse y de generar tejidos especializados y solo
esos tejidos. Estas células madre especializadas son muy escasas y dificiles de aislar como
en el caso de las células precursoras.

Es importante destacar que para que una célula madre pueda considerarse
pluripotencial, tiene que cumplir las siguientes condiciones: en primer lugar, debe ser capaz
de diferenciarse a células especializadas procedentes de cualquier capa embrionaria; en
segundo lugar, demostrar la funcionalidad in vitro e in vivo de las células a las que se han
diferenciado y finalmente, que se produzca un asentamiento claro y persistente de estas
células en el tejido diana, tanto en presencia o ausencia de dano en los tejidos en los cuales
se injerta. En estos momentos no existe ningiin estudio que cumpla todos estos criterios de
forma estricta, aunque algunos trabajos indican de manera bastante evidente la posible
existencia de células madre adultas pluripotenciales.

La existencia de células madre adultas en distintos tejidos, incluyendo el
hematopoyético, el neuronal, epidérmico, gastrointestinal, masculo esquelético, masculo
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cardiaco, higado, pancreas o pulmon esta demostrado. Sin embargo, cada vez parece mas
evidente que las células madre adultas derivadas de estos drganos, no sdlo pueden generar
células maduras de dicho tejido sino también tejidos derivados de otras capas embrionarias,
siendo el caso mas tipico el de las células madre hematopoyéticas capaces de diferenciarse
a tejidos como hepatocitos, misculo cardiaco, endotelio o a tejidos derivados de las tres
capas embrionarias. Este fenOmeno, denominado versatilidad o capacidad de
transdiferenciacion de las células madre adultas, no esta exento de controversia, ya que
mientras algunos estudios lo apoyan, otros trabajos recientes cuestionan la existencia de
una auténtica versatilidad de las células, justificando algunos de los hallazgos de
versatilidad en funcion de fendmenos de fusion celular o incluso cuestionando abiertamente
los resultados experimentales ( Verfaillie C.M.2003).

En estudios reportados por Broxmeyer y Gluckman (1989), demostraron que la
sangre obtenida del cordon umbilical (UCB) es rica en células progenitoras
hematopoyeticas (HSPC), y que estas células podrian ser usadas en transplantes, por lo que
las células madre hematopoyéticas, representan un potencial para contribuir en la
reparacion de 6rganos danados.

Estas células constituyen un banco de reserva para el mismo paciente, ya que son
perfectamente compatibles inmunoldgicamente. Las células madre de embriones proliferan
indefinidamente y pueden diferenciarse espontaneamente, dependiendo de las condiciones
en las que se encuentren, a cualquier tipo de tejido. Con capacidad para transdiferenciarse
hacia distintos tejidos, lo que evidencia su gran plasticidad (Mitchell, KA. y Weiss K.
2002).

Las células madre hematopoyéticas de humano son utilizadas en transplantes de
médula 6sea como una fuente alternativa de estas. Ya que las células hematopoyéticas en
cordon umbilical son un ideal para terapia génica.

Anticuerpos marcadores de diferenciacion (CD cluster differentiation antigen)

El antigeno CD34" es empleado como marcador de células hematopoyéticas de
humano o progenitores celulares de humano. De hecho la mayor parte de las colonias
formadas son encontradas células en CD34" de fracciones celulares y donde se comprueba
que las células de cordon son altamente ricas en CD34" mas que las de medula 6sea (Kim
K.D.Fujiki Y. 1999).

Las células madre pueden propagarse y conservan su habilidad para diferenciarse a
diferentes tipos celulares de diversos tejidos. El crecimiento de las células hematopoyéticas
depende de varios factores como interleucinas (IL3) teniendo multiples citocinas capaces
de estimular a los linajes de células progenitoras (Ruzicka k.2004).
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Materiales y Métodos
Aislamiento de células de cordon umbilical humano

Las células se obtienen de sangre de cordon umbilical humano, las cuales se diluyen
1:1 con Hanks c/Ca y Mg, posteriormente se vierten en ficoll en tubos falcon de 15 ml, y
mediante el uso de una jeringa se agregd la sangre, gota a gota evitando romper el
gradiente, hasta completar un volumen final de 14 ml. Posteriormente se centrifugaron a
300g por 30 min. Una vez transcurrido el tiempo se extrae el anillo con las células
mononucleares, con la ayuda de una pipeta pasteur, en seguida se someti0 nuevamente a
centrifugacion 300g por 10 min, el sedimento se resuspendid en Hanks c/Ca y Mg hasta
aforar 10ml, para proceder al conteo celular con la ayuda de la camara de Neubauer.

Resultados

Se establecieron diferentes condiciones de cultivo: 1) medio con 20% suero de
caballo (SC), 2) medio con 20% Suero Fetal Bovino (SFB) y 3) medio con 10% SCy 10%
SFB, todos ellos suplementados con EGF, FGF y SCF. Los cultivos se mantuvieron en una
atmosfera de 5 % de CO,, a 37°C con cambio de medio 2 veces por semana. Las células que
se criopreservaron se resuspendieron en medio DF-10S con 10% de DMSO y 0.1% de
metilcelulosa, a una concentracion de 1.0 x 10 7 células por ml, se congelaron a -80°C por
24 hrs. se almacenaron en nitrogeno liquido, hasta su uso.

La respuesta de los cultivos celulares a las diversas condiciones empleadas, muestra
que la combinacion de los factores utilizados (10% SC, 10% SFB + SCF), mantiene a las
células indiferenciadas y en proliferacion, ademas de conseguirse la formacion de
neuroesferas. En 20% SFB + SCF las células proliferan y también se mantienen
indiferenciadas pero en comparacion con el anterior no hay formacion de neuroesferas, sin
embargo la confluencia celular se presenta aproximadamente en 48 hrs.

Fotomicrografia de células indiferenciadas de sangre de cordon a las 72 h de cultivo en
medio con 20%SFB en combinacion con factor de crecimiento celular
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Conclusion

Las células madre a partir de cordon umbilical se pueden cultivar y proliferar con
una proporcidn y combinacion especifica de sueros y factores de crecimiento. Herramienta
que sera de gran utilidad para el estudio de su diferenciacion asi como sus futuras
aplicaciones terapéuticas.
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