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MESENCHYMAL STEM CELLS: AN ALTERNATIVE FOR BONE REGENERATION

Lina Maria Franco-Gonzalez," Luz Marina Restrepo-Munera®

RESUMEN

Las células madre mesenquimales (CMM) residen en la médula 6sea y tienen la capacidad de autorenovacién y diferenciacién a ml-
tiples linajes: osteogénico, condrogénico, adipogénico, tenogénico. Ademds, sirven como reservorios involucrados en la homeosta-
sis, mantenimiento y regeneracién celular. Su aplicacién en alteraciones éseas (defectos traumdticos, enfermedades inflamatorias y
degenerativas) ha llevado al desarrollo de nuevas terapias osteo-conductivas o inductivas. Durante el proceso de diferenciacién de
las cMM al linaje osteogénico se requiere de la progresién de varios estadios celulares para alcanzar el desarrollo de la célula madu-
ra —osteocito—, responsable del balance y regulacién de la formacién de hueso; a su vez, las CMM pueden también diferenciarse
a osteoclastos, involucrados en la pérdida de hueso (osteoclastogénesis). Diferentes vias de sefializacién han sido propuestas para
comprender los mecanismos de este proceso de diferenciacién osteogénica; sin embargo, atin no han sido completamente compren-
didos debido a la complejidad de las vias de sefializacién y que ademés convergen en puntos comunes de activacién, que finalmente

llevan a las CMM a un fenotipo osteogénico.
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ABSTRACT

Mesenchymal Stem Cells (MSC) are found in the bone marrow and have the capacity for self-renewal and differentiation in multiple
lineages: osteogenic, condrogenic, adipogenic and thenogenic. They also serve as reservoirs involved in homeostasis, maintenance
and cellular regeneration. Their application in bone alterations (traumatic defects, inflammatory and degenerative diseases) has
led to the development of new osteo/conductive and/or inductive therapies. During the differentiation process of MSCs to the
osteogenic lineage, the progression of several cellular states is required to achieve development of the mature cell —osteocyte—,
responsible for the balance and regulation of bone formation; MSCs can also be differentiated from osteoclasts, which are involved
in bone loss (osteoclastogenesis). Different signaling pathways have been proposed to understand the mechanisms of this process
of osteogenic differentiation; however, these have not yet been completely understood due to the complexity of signaling pathways

and because they converge in common activation points, finally leading the MSCs to an osteogenic phenotype.

Keywords: mesenchymal stem cell, differentiation, osteogenesis.

Como citar este articulo: Franco-Gonzélez LM, Restrepo-Munera LM. Células madre me- de Odontologia, sede Envigado. Correos electronicos: linarancog@yahoo.es,
senquimales: una alternativa para la regeneracion dsea. Revista Nacional de Odontologia. lina.franco@campusucc.edu.co
2012; 8(15): 79-86. 2

Bidloga de la Universidad de Antioquia. Doctora en Ciencias de la Universidad de
Odontéloga. Cirujana oral maxilofacial. Magister en Ciencias Basicas Biomédicas de la Paris. Profesora titular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Antioquia.
Universidad de Antioquia. Docente de la Universidad Cooperativa de Colombia, Facultad Correo electrnico: grupoittc@yahoo.es



‘ CELULAS MADRE MESENQUIMALES: UNA ALTERNATIVA PARA LA REGENERACION OSEA

Introduccién

Macroscépicamente, el hueso cuenta con una cu-
bierta externa llamada cortical o hueso compacto y
una matriz interna medular que le confiere 6ptimas
propiedades mecédnicas.! De forma microscépica, el
hueso esta constituido por unidades basicas llamadas
osteones o sistema Haversiano, que ayudan al inter-
cambio celular y nutricional. A su vez, el hueso est4
compuesto por una matriz mineral (hidroxiapatita
65%), una matriz orgénica fibrilar (coldgeno 90%, li-
pidos y proteinas), agua y tres sistemas celulares prin-
cipales: células madre hematopoyéticas (CMH), células
madre mesenquimales (CMM) y células endoteliales.

El desarrollo del hueso fetal se denomina osteo-
génesis, proceso activo iniciado por las CMM que
permite, en los estados adultos, contribuir al mante-
nimiento y remodelacién ésea mediante la interac-
cién de varios factores como son: 1) participacion de
células especificas (osteoclastos y osteoblastos); 2)
tipo de la matriz (hidroxiapatita y moléculas de ma-
triz extracelular); 3) expresién de moléculas solubles
(citoquinas, factores de crecimiento, hormonas, iones
y vitaminas) y 4) estimulos mecénicos (movimientos,
fuerzas, estrés).’

La osteogénesis se inicia con la formacién de
ctimulos de cMM, dentro de los cuales ocurre la
diferenciacién a linaje condrogénico (CMM-condro-
blastos-condrocitos), los cuales bordean los cimu-
los de CMM para conformar el pericondrio y secretar
colageno tipo 2al y agrecan; ademas, expresa el fac-
tor de transcripcién Sox9 que participa en la diferen-
ciacion al linaje condrogénico y el Runx2 que esta
involucrado en la proliferacién e hipertrofia de los
condrocitos y en la diferenciacién de CMM al linaje
osteoblastico.*’

En el proceso final de formacién ésea ocurre la
hipertrofia de los condrocitos que sufren apoptosis,
dejando una matriz de cartilago para ser colonizada
por los osteoblastos y vasos sanguineos. Durante esta
etapa final de formacién de hueso se expresan diver-
sas moléculas osteogénicas alrededor del pericondrio
como protefnas morfogenéticas 6seas (BMP del inglés
Bone Morphogenetic Protein) 2, 4 y 7, péptido re-
lacionado a la hormona paratiroidea (PrHPT) e In-
dian hedgehog (Ihh), que regulan la diferenciacién
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osteoblastica (CMM-osteoblastos-osteocitos), mediante
la activacién de vias de sefializacién independientes
e interconectadas® (figura 1).
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condroblastos

RunX2

RunX2, Msx2, Dtx5,

Wnt, BMP
3. osteoblastos 4.
- r = — - - -
- - Osterix e

CMM - hipertrofia condrocitos
- osteoblastos

CMM - osteoblastos -
mineralizacién de matriz

Nota: 1) agrupacién de CMM; 2) expresién de los factores de transcrip-
cién Sox9 y RunX2 para diferenciacién de CMM a condroblastos y luego
a condrocitos (azul); 3) produccién de otros factores de transcripcién
que inducen la hipertrofia de los condrocitos y diferenciacién de CMM a
osteoblastos (rosa); 4) expresién de factor de transcripcién Osterix que
induce la mineralizacién de la matriz.

Figura 1. Proceso de diferenciacion de cmm a linaje osteoblastico
Fuente: las autoras

En los adultos la pérdida de masa ésea es frecuente
y se atribuye a trauma y a patologfas éseas; en estos
casos la reconstruccién o formacién de hueso nuevo
puede ser compleja y estd condicionada por diferentes
factores (el tamafio del defecto, la perfusién sangui-
nea, la disponibilidad del tejido donante y el proceso
de cicatrizacién) que determinan el buen prondstico
en la recuperacion.

A diferencia de la osteogénesis, la recuperacién de
hueso en los adultos involucra procesos de inflama-
cién, fuerzas mecano-sensitivas y disminucién de la
poblacién de CMM en el sitio de la lesién, implicando
dos mecanismos de osificacién, que pueden darse de
forma independiente o combinada, dependiendo del
tipo de fractura: 1) osificacién intramembranosa, aqui
las CMM que se encuentran en un 4rea altamente vas-
cularizada son inducidas a la diferenciacién de osteo-
blastos y luego a osteocitos, los cuales sintetizan una

Revista Nacional de Odontologia - Volumen 8, Nimero 15 - julio-diciembre 2012



LINA MARIA FRANCO-GONZALEZ, LUZ MARINA RESTREPO-MUNERA ‘

matriz sea rica en coldgeno, y 2) osificacién endo-
condral (formacién de callo) en la que las CMM se di-
ferencian en condroblastos y luego en condrocitos
que producen una matriz cartilaginosa.’

Hasta ahora, las estrategias convencionales para
la recuperacién de hueso han involucrado el uso
de injertos Gseos autdlogos provenientes de la cresta
iliaca, peroné, tibia y costilla, aloinjertos entre los que
se tienen la hidroxiapatita, fosfato B-tricalcico y xe-
noinjertos, comtnmente de origen bovino; todos con
diferentes caracteristicas estructurales y técnicas qui-
rargicas de osteodistraccién y procedimientos micro-
vasculares.® Sin embargo, estas estrategias presentan
inconvenientes entre los que se destacan la morbili-
dad del sitio donante, la poca disponibilidad de tejido,
enfermedad injerto vs huésped al utilizar aloinjertos,
altos porcentajes de reabsorcién en el tiempo (xe-
noinjertos o materiales sintéticos) y cicatrizacién ésea
parcial. Estas desventajas han llevado al surgimiento
de nuevas terapias que utilizan las CMM como herra-
mienta para la recuperacion de defectos traumaticos,
enfermedades inflamatorias y degenerativas del tejido
4seo y conectivo.’

Células madre mesenquimales

Generalidades

Las CMM fueron identificadas inicialmente por Frie-
denstein y colaboradores en 1968'° en el hueso medu-
lar adulto; se describieron como una poblacién celular
con morfologia ahusada, adherentes y con capacidad
de regenerar hueso in vivo.!! Pero fue Caplan quien en
1991" describi6 su capacidad multipotente y estimé
su presencia entre 0,01 y el 0,001% de la poblacién
total de las células de médula 6sea en adultos.” Otros
nichos de MM son el foliculo piloso, tejido subcuté-
neo,'* adiposo, ligamento periodontal,'® timo, bazo,
placenta, cordén umbilical, gelatina de warton,'” pul-
mon, sangre e higado.” No obstante, las fuentes mas
comunes y que presentan entre 80 y 100% de efi-
ciencia en su obtencién son médula 6sea, tejido adi-
poso y sangre de cordén umbilical.!® Aunque las CMM
pueden ser expandidas en cultivo como poblaciones
homogéneas sin diferenciarse, ciertas condiciones
en el microambiente pueden modular su diferencia-
cién hacia linajes celulares de origen mesodérmico
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(osteoblastos, condroblastos, adipocitos y tenocitos),
ectodérmico y endodérmico (cardiomiocitos, hepato-
citos, neuronas, células endoteliales, epiteliales pul-
monares y pancreaticas).'*?

Para la identificacién de estas células se ha pro-
puesto un grupo de moléculas que se expresan en su
membrana y comprenden: moléculas de adhesion
(ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, LEA-3, ALCAM, CD72),
receptores de matriz extracelular como las integri-
nas o e isoformas B (al, a2, a3, a5, a6 av, B1, B3,
B4),%* receptor de coldgeno (alpl, a2f1), laminina
(a6B1, a6P4), fibronectina (a3p1, a5p1) y vitronec-
tina (avpl, avP3), moléculas que participan en las
interacciones célula-célula y célula matriz-extrace-
lular (tabla 1). Sin embargo, estos marcadores tam-
bién pueden estar presentes en células endoteliales y
musculares y se pueden expresar de forma transitoria
durante el proceso de diferenciacién.?

Tabla 1. Marcadores usados para la identificacion de cmm?® 27

CD9, CD13, CD73, CD90,
CD105, CD146, CD157, SH3,
D7-FIB, STRO-1, HLA 1

Marcadores positivos
comtnmente usados para
la identificacién de CMM

CD44, CD50, CD54, CD56,
CD58, CD62L, CD102,
CD106, CD166

ARTICULOS DE REVISION

CD29, CD49a, CD49b,
CD49¢, CD49%¢, CD49f,
CD51, CD61, CD104

Otros marcadores usados
para la identificacién
de cMM

CD71, CDhw119, CD120,
CD121, CD123, CD124,
CD126, CD127, CD140a,
FGFR, CD271

CDla (T6), CD14 (receptor
de lipopolisacéridos), CD34,
CD45 (antigeno comin de

leucocitos), CD123 (AC123,

Marcadores negativos precursor-células madre

para CMM hematopoyéticas)

CD3, CD11a, CD14, CD15,
CD28, CD31, CD33, CD38,
CD40, CD40L, CD80, CD86,
CD117, CD144, MHC II

Fuente: el autor, basado en Pountos et al.?6 y Owen?
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La capacidad inmunomoduladora es una propie-
dad interesante de las CMM, pues inhiben el recono-
cimiento de aloantigenos por parte de las células T,
células presentadoras de antigenos y las células ase-
sinas naturales. Ademads, secretan citoquinas y facto-
res de crecimiento del tipo TGFb, IFNy, IL-4, IL-1,
IL-10y Factor de Crecimiento Hepatico que promue-

ven la actividad inmunosupresora.?> 2

Diferenciacion de cmm a linaje osteogénico

Las CMM son consideradas como un anélogo del sis-
tema hematopoyético, ya que residen en el hueso
medular y mantienen una capacidad de renovacién
y diferenciacién a varios tipos de tejido conectivo in-
cluyendo el linaje osteogénico. Su diferenciacion in
vivo a este linaje estd dada por tres estados de acti-
vidad celular: proliferacién, maduracién de la matriz
extracelular y mineralizacién de la misma, y esta re-
gulada por factores transcripcionales esenciales como
Runx2 (Cbfal) y PPARg (peroxisome proliferator-acti-
vated receptors gamma),*’ que incrementan la activi-
dad de la fosfatasa alcalina, la produccién de colageno
tipo [ y la osteocalcina.*®

Aungque las vias de sefalizacién involucradas no
se han esclarecido totalmente, se sugiere que las im-
plicadas son: 1) RANK/RANKL, involucrada en el pro-
ceso de osteogénesis y osteoclastogénesis (regulacién
de la pérdida de la masa 6sea);>>! 2) TNF-a, que activa
el NF-KB induciendo las vias especificas para el linaje
osteogénico que incluye a los receptores BMP-2, Fac-
tor de Crecimiento Insulinoide 1 (IGF1) y Factor de
Crecimiento Fibrobléstico 2 (FGF 2), que participan en
la diferenciacién de las CMM. Esta via también inter-
viene en funciones del sistema inmune y en la regu-
lacién de la transcripcién de genes involucrados en el
crecimiento y muerte celular;*> * 3) Protefnas Smad,
que median la sefializacién de los receptores BMP, que
son reguladores del crecimiento y diferenciacién de
varios tipos celulares, pertenecen a la familia de los
receptores TGF-b y se clasifican en: 1) tipo I: recepto-
res ALK-3, ALK-6 y ALK-2**%y II) receptores tipo II: re-
ceptores BMP tipo IT (BMPR-II) y receptores activin tipo
Iy tipo [IB (ActR-II y ActR-1IB).**37 Actualmente,
han sido identificados cerca de 20 ligandos que in-
teraccionan con estos receptores, siendo los ligandos
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BMP-7 y BMP-2 los que estan implicados en la forma-
cién de hueso nuevo in vivo,*® mientras que BMP-4 y
BMP-6 participan en la diferenciacién osteogénica de
CMM in vitro;> 4) Vias de sefializacién activadas por
las proteinas CCN (protefnas ricas en cistefna) invo-
lucradas en los procesos de adhesién, migracién y su-
pervivencia celular, y que, ademads, se han asociado
con la remodelacion y reparacion de hueso, cartilago,
musculo, sistema vascular y sistema nervioso. Entre
las vias activadas por estas proteinas estin: la CYRO1/
CCN1 que es una via comin para la diferenciacién de
CMM a linaje osteogénico, adipogénico y condrogé-
nico, mientras que CTGF/CCNZ2, WISPZ/CCN5 y WISP3/
CCNG6 son especificas para la funcién y progresién de
las cMM hacia la via osteogénica;* y 5) Via de sefia-
lizacién Wnt que regula el desarrollo, proliferacion
y movilidad celular. Involucra dos cascadas: 1) Wnt
canénicas (via dependiente de b catenina) que com-
prende las proteinas Wnt 1, 2, 3, 3a, 8 y 8b y 11) Wnt
no canénicas en la que participan las protefnas Wnt
4, 5a, 5b, 6, 7ay 11. Ambas cascadas se relacionan
con el control de los diferentes linajes en los que se
pueden diferenciar las CMM.*# En el establecimiento
del linaje ostegénico, la via que predomina es Wnt
canénica, que induce la expresion de los factores de
transcripcion RUNX2, DIx5.#

Aplicacion de cmm en la regeneracién dsea

El uso de CMM en la medicina regenerativa ofrece mdal-
tiples soluciones para defectos tisulares ocasionados
por patologfas o trauma, generando un campo de in-
terés para la investigacion basica aplicada a proble-
mas de la salud.®

Diferentes estudios en modelos animales con de-
fectos en huesos largos han demostrado que la apli-
caciéon de CMM en combinacién con biomateriales
mejoran el volumen de masa 6sea y conservan la lon-
gitud y formacién de hueso nuevo, lo que conduce a
un proceso de cicatrizacién més eficiente y a un mejor
prondstico para la correccién del defecto.* #

En la ingenieria de tejidos, las matrices artificia-
les han servido como soporte temporal que cumple
la funcién de matriz extracelular y ayuda a la adhe-
sién y migracién celular para la formacion de tejido
6seo. En la estrategia de crear nuevo hueso hay tres
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elementos criticos: 1) factores de crecimiento para
la osteoinduccién; 2) células para la osteogénesis y
3) matrices para la osteoconduccién.? Este conjunto
de elementos contribuye a la secrecién de sustancias
quimicas (factor de crecimiento derivado de plaque-
tas, factor de crecimiento transformante—f, factor de
crecimiento endotelial, y factor de crecimiento insu-
linoide) que participan en la proliferacién, formacién
de matriz, sintesis de coldgeno, produccién osteoide
y otros procesos que aceleran la regeneracién del te-
jido.?® La mayoria de matrices utilizadas son biodegra-
dables con el objetivo de promover la unién celular y
guiar a la formacién de un tejido tridimensional como
lo harfa la matriz extracelular natural. Las matrices
més cominmente usadas son la hidroxiapatita/fos-
fato tricélcico (HA/TPC), absorbibles como coldgeno,
4cido hialurénico, quitosan, polimeros polilacticos,
entre otros, que poseen tipos de degradacién compa-
rables con la de formacion de nuevo hueso. Todas las
matrices deben brindar caracteristicas como la bio-
compatibilidad, suficiente estabilidad mecénica, fa-
cil manufactura, esterilidad, porosidad para servir de
nicho a osteoblastos y células ostoprogenitoras y fa-
cil manipulacién en el procedimiento quirtrgico.?*°
Por lo tanto, la plasticidad de las cMM vy las propie-
dades que brindan las matrices pueden permitir una
opcién de tratamiento atractiva en la reconstruccion
de los defectos dseos que garantizan la formacién de
nuevo hueso tridimensionalmente con menor morbi-
lidad para el paciente.

La utilidad de esta aproximacién ha sido demos-
trada por diferentes autores. Dong y colaboradores,*
en un modelo de conejos a los que se les indujo frac-
tura en el radio, describieron la recuperacién del de-
fecto 6seo a las 12 semanas posimplantacion del injerto
de cMM embebidas en una matriz acelular. La recupe-
racién fue atribuida a la diferenciacién de las CMM que
al término del estudio expresaron factores osteogéni-
cos como: Cbfal, osteocalcina, osteopontina, coldgeno
tipo 1y fosfatasa alcalina. Los estudios radiograficos
mostraron la completa cicatrizacién del defecto.

De otro lado, Zhao y colaboradores,*” en un mo-
delo de osteotomia femoral en ratas (defecto de 6 mm)
tratadas con CMM adheridas a bloques de calcio bifa-
sico, observaron la formacién de un puente éseo en
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el sitio del defecto a las 12 semanas postratamiento,
a diferencia del grupo control que no se recuperd. El
mayor beneficio de este abordaje terapéutico consistié
en el mantenimiento de la longitud del hueso afec-
tado y la formacién de nuevo hueso.

El uso de cMM en humanos ha mostrado resultados
similares a los observados en otras especies. Horwitz
y colaboradores realizaron trasplante de CMM en tres
nifios con osteogénesis imperfecta; a los tres meses de
seguimiento se observaron cambios histolégicos que
indicaron formacién de hueso nuevo e incremento en
la masa 6sea de 21 a 29 g, comparado con los valores
predictivos (0 a 4 g) para nifios sanos con cambios si-
milares en el peso, ademis, reduccién en la frecuen-
cia de fracturas Gseas ¥

Las CMM en humanos también han sido aplica-
das en otros tipos de situaciones como la cicatriza-
cién de no-uniones en huesos largos, defectos dseos
de los maxilares y labio y paladar fisurado. En el pri-
mer caso, se observé un aumento del volumen de
mineralizacién y estabilidad del callo seo, y aunque
se evidencié la funcionalidad de este tratamiento, se
presentaron diferencias en el proceso de cicatriza-
cién dependiendo del nimero de CMM inyectadas.™®
En cuanto a los defectos de los maxilares, los hallaz-
gos clinicos y radiolégicos en los pacientes a los dos
meses postratamiento mostraron un hueso maduro
similar al adyacente, y a los cuatro meses se observé
una osificacién completa que permitio realizar la re-
habilitacién con implantes dentales.’! Por dltimo, en
malformaciones congénitas como el labio y paladar
fisurado (CL/P), la aplicacién de CMM y plasma rico en
plaquetas indujo la recuperacién hasta en un 79,1%
del volumen 6éseo, facilitando procedimientos poste-
riores de vestibuloplastias y tratamientos ortodénti-
cos.”? De esta forma, se demuestra la versatilidad de
las CMM en la osteoregeneracién, situdndolas como
punto clave en las estrategias para la recuperacion
de defectos Gseos.

Conclusiéon

El hueso es una estructura compleja constituida esen-
cialmente por una matriz mineral y un conjunto de
células involucradas en los mecanismos homeostati-
cos. Las CMM constituyen un pequefio porcentaje de
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este grupo; sin embargo, sus caracteristicas funciona-
les las convierten en un tipo celular de alto interés en
la terapia regenerativa 6sea. El uso directo de CMM
en la osteoregeneracién ha tenido resultados signifi-
cativos en la formacién de hueso nuevo y la capaci-
dad de estas células para interactuar con matrices y
biomateriales que permiten optimizar el proceso de
cicatrizacién, proporcionando otra alternativa de in-
tervencion.

Actualmente estamos trabajando en la fenotipifi-
cacién de células obtenidas de un nuevo sitio donante
(fragmentos de hueso cértico medular de mentén). La
caracterizacién de estos fragmentos tendria grandes
ventajas sobre el aspirado de médula 6sea de cresta
iliaca convencional por su facilidad de obtencién y
expansién celular, menor dolor durante la interven-
cién y poca morbilidad asociada, convirtiéndolo en
una alternativa de tratamiento para defectos éseos
pequefos de los maxilares en cirugia peri-implantar,
preprotésica, periodontal y maxilofacial.
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