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Articulo de Revision

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

CELULAS TRONCO MESENQUIMALES: DEFINICIONES,
CULTIVO Y APLICACIONES POTENCIALES

Willy Ceron'?, lvan Lozada-Requena'®, Kiomi Ventocilla'c, Sandra Jara', Milagros Pinto'¢, Marco Cabello™,
José L. Aguilar'9

RESUMEN

En los Ultimos afios, las células troncales mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells, MSC) han adquirido mucha
importancia debido a su gran plasticidad y su capacidad de liberar factores paracrinos con capacidad de interactuar
con diversos tipos celulares, tejidos y érganos. El uso de MSC en medicina regenerativa es importante debido a que,
al no expresar las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il ni moléculas co-estimuladoras
y tener baja expresion del MHC clase |, haria que no sean rechazadas por individuos de la misma especie, es posible
utilizarlas no sélo de manera autéloga, sino también, eventualmente, alogénica. Sin embargo, es importante demostrar
cientificamente muchas de sus propiedades, entre ellas las inmunomoduladoras. Al tener varias fuentes de obtencién,
se debe estandarizar la que sea la mejor para garantizar la pureza y calidad de las MSC. Finalmente, es importante
que cuando se trabaje con estas células se demuestre completamente las caracteristicas del cultivo celular, la
inmunotipificacion y su capacidad de diferenciacion. Se estan ensayando muchas aplicaciones clinicas de las MSC.
Dentro de ellas, su capacidad para mejorar la recuperacion y potencial curacion de ulceras cronicas como las diabéticas,
ha atraido la atencion por su potencial impacto terapéutico.

Palabras clave: Células madre mesenquimales, factores solubles, cicatrizacion, regeneracion, Ulceras cronicas
(fuente: DeCS BIREME).

MESENCHYMAL STEM CELLS: DEFINITIONS, CULTURE AND POTENTIAL
APPLICATIONS

ABSTRACT

In recent years, mesenchymal stem cells (MSC) have become very important due to their high plasticity and their ability
to release paracrine factors able to interact with various cell types, tissues and organs. The use of MSC in regenerative
medicine became of vital importance, since they do not express histocompatibility MHC molecules class Il nor co-
stimulant molecules, and low expression of MHC class |, will not be rejected by individuals of same species, they could
be used in an autologous, and eventually, allogeneic manner. However, it is important to scientifically demonstrate many
properties, including immunomodulatory ones. Having several sources of obtaining, it should be standardized the best
one to ensure the purity and quality of these cells. Finally, it is important when working with these cells, that characteristics
of cell culture, immunophenotyping and differentiation capacity are fully demonstrated. MSC have been applied in several
clinical uses. Among them, their ability to improve, and even heal chronic ulcers, as diabetic, has attracted attention for
its potential therapeutic impact.

Keywords: Mesenchymal stem cells, soluble factors, wound healing, regeneration, chronic ulcers. (Source: DeCS BIREME).
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INTRODUCCION

Se define como células madre o células tronco (Stem
Cells, SC) a aquellas células cuya principal caracteristica
es la capacidad de autorrenovarse indefinidamente
por divisidon celular y que, bajo ciertas condiciones del
microambiente celular y tisular, pueden diferenciarse a
otros tipos de células especializadas, no sélo morfoldgica,
sino también funcionalmente. Es asi como una poblacién
pequefia de SC puede en unos meses proliferar hasta
dar origen a millones de ejemplares con las mismas
caracteristicas de sus predecesoras ("?. Una de las
caracteristicas atribuidas a las SC, que potencialmente
sirve como estrategia terapéutica, es que pueden reparar
o reemplazar tejidos dafiados, o revertir una enfermedad
o lesiéon. Aunque, en los ultimos afios, su capacidad
para inducir procesos paracrinos reparadores e
inmunomodulacién estan cobrando mayor trascendencia
en su aplicacion clinica.

Una de las potencialidades que presenta una SC
es su capacidad para diferenciarse en otros tipos
celulares, lo que permite clasificarlas en totipotenciales,
pluripotenciales, multipotenciales, oligopotenciales
y unipotenciales (2. Asi mismo, de acuerdo a esta
capacidad de diferenciacion, diversos cientificos se han
dado a la tarea de buscar genes de pluripotencialidad,
es decir, la capacidad de diferenciarse en la mayor
parte de las células que componen el cuerpo humano,
obteniendo como resultado que en el 2006 el
investigador japonés Shinya Yamanaka (ganador del
Premio Nobel en Fisiologia o Medicina 2012) insertara
genes de pluripotencialidad a una célula somatica adulta
y lograra hacer lo que se conoce hoy en dia como SC
pluripotentes inducidas (induced Pluripotent Stem Cells,
iPSC). Este hecho ha sido un paso importante para
incrementar el desarrollo de trabajos de investigacion,
que conlleven a la terapia celular.

Estd demostrado que las SC tienen la capacidad de
generar grupos celulares diferentes de los de su tejido
de origen; tal es el caso de las SC hematopoyéticas
(hematopoietic stem cells, HSC) y SC mesenquimales
(mesenchymal stem cells, mesenchymal stromal cells,
MSC), las cuales, bajo condiciones experimentales e
incluso in vivo, pueden diferenciarse hacia diversos linajes
celulares. Por ejemplo, las HSC pueden originar células
musculares, nerviosas o hepaticas; mientras que las
MSC se pueden diferenciar en condrocitos, osteoblastos
y adipocitos. A todo este conjunto de caracteristicas se le
denomina plasticidad o transdiferenciacion, encargadas
de convertir a las SC en un recurso extraordinariamente
prometedor, tanto para la investigacion basica como para
las aplicaciones clinicas ©.

Ademas de las diferentes clasificaciones que son dadas
a las SC, también generan gran interés los diferentes

modelos de diferenciacién celular a los que pueden ser
conducidas, desde el modelo convencional célula madre
- célula hija, hasta procesos de transdiferenciacion,
desdiferenciacion y rediferenciacion celular; es asi
como estos modelos son aplicados en la actualidad
para entender el fendmeno de la “plasticidad” que ha
sido reconocido en este tipo de células ©.

El intenso estudio de las SC en los ultimos afios
ha llevado al descubrimiento de nuevos ambitos
terapéuticos y experimentales.

En un inicio, Alexis Carrel, Premio Nobel en Fisiologia o
Medicina en 1912, realiz6 experimentos con trasplante y
reparacion de 6érganos logrando avances en la cirugia 'y
cultivos celulares @,

En 1981, Martin Evans y Matthew Kaufman fueron
los primeros en aislar exitosamente SC embrionarias
(embryonic stem cells, ESC) de ratén y cultivarlas.
Previamente, Ernst Haeckel y su equipo fusionaron
los conceptos de filogenia y ontogenia para describir
a las SC, como concepto para definir a las células
primordiales que se diferencian en diversos tipos de
células y en organismos multicelulares ©.

En 1998, James Thomson desarroll6 la primera linea de
ESC humanas (human embryonic stem cells, HESC),
derivadas exitosamente de la masa celular interna de
un blastocisto producido por fertilizacion in vitro. Esta
linea celular fue usada en el desarrollo de experimentos
biolégicos humanos, descubrimientos farmacolégicos
y en la medicina del trasplante ®. Dichas células son
una prometedora herramienta para la regeneracion
tisular, gracias a su gran capacidad de proliferacion y
su capacidad plastica de diferenciacion, caracteristica
que las hace habiles para regenerar la estructura del
tejido herido. Cuando se encuentran bajo condiciones
asépticas adecuadas, pueden diferenciarse en otros
tipos de células especializadas con las mismas
caracteristicas de sus predecesoras 9.

Especificamente, las MSC son una poblacion de
células progenitoras del linaje mesodérmico, que
pueden producir distintas células especializadas como
osteoblastos, condrocitos, adipocitos y fibroblastos 1.
Fueron primero identificadas en la médula dsea, pero
luego se expandio su descubrimiento en todo el cuerpo.
Este tipo de células se encuentran en los llamados
microambientes o nichos de SC, su rol principal es
mantener la homeostasis y la reparacion de tejidos
a lo largo de la vida de un organismo (. Ademas,
las MSC secretan un amplio rango de mediadores
solubles que les da interaccién con diversos tipos de
células (2. Investigaciones sugieren que estas MSC
podrian diferenciarse en otros tipos de células fuera del
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tejido esquelético, como células cardiacas, del sistema
nervioso o del higado . Aunque ya se habla de
potenciales terapias a base de MSC para el tratamiento
de osteoartritis (') o enfermedades cardiacas ("%, queda
mucho por descubrir sobre como trabajan estas células y
como interactuan en nuestro cuerpo.

Elestudio cadavez mas profundo de estos tipos de células
puede llevar a nuevas terapias y avances cientificos, en
beneficio del tratamiento de distintas enfermedades, sin
pasar por alto todos los condicionamientos éticos.

PROPIEDADES
INMUNOMODULADORAS DE LAS
CELULAS TRONCO MESENQUIMALES
(MSC)

Numerosos estudios han descrito las propiedades
inmunomoduladoras de las MSC. Se considera aqui
la modificacion de la proliferacion y funciones de las
poblaciones celulares del sistema inmune innato
y adaptativo (®. Estas propiedades contribuyen
al mantenimiento de la homeostasis inmune. Las
investigaciones realizadas demuestran que las MSC, en
condiciones determinadas, no siempre ejercen funcion
inmunosupresora, sino que incrementan la respuesta
inmune, esto se demuestra en condiciones de baja
inflamacién o cuando e nivel de citoquinas inflamatorias
son insuficientes para la estimulacion de MSC. Algunos
autores proponen que las MSC podrian tener dos
fenotipos: proinflamatorio o antiinflamatorio, y cada
poblacién podria tener caracteristicas Unicas y diferir en
su secrecion de citoquinas, capacidad de diferenciacion,
los depdsitos de la matriz extracelular, las vias de
sefializacion, y secrecion de algunas moléculas como
TGFR1, PGE2 o IDO (7:18),

EFECTOS INMUNOMODULADORES
DE LA MSC SOBRE LAS CELULAS DEL
SISTEMA INMUNE

Linfocitos T (LT): una vez activados los LT inician su
proceso de proliferacion y diferenciacion, el cual estara
modulado por una gran variedad de mecanismos
y moléculas presentes durante el primming (inicio
de activacion de un LT naive) y todo el proceso de
activacion de los linfocitos T. Se ha demostrado que
las MSC ejercen un rol modulador de la poblacién de
linfocitos T (18.19),

Aunqgue actualmente existen resultados contradictorios
sobre el efecto de MSC en la regulaciéon de LT y sobre
la secrecion de citoquinas por los LT activados, se ha
demostrado que estos resultados (regulacidn-activacion)
dependen del tipo de poblacion, microambiente
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circundante y del estadio de activacion en el que se
evalla esta poblacién, llegdndose a extrapolar a las
MSC (como en la polarizacién del macréfago en M1
vs M2) en fenotipo MSC1 (proinflamatorio) y fenotipo
MSC2 (antiinflamatorio) ?® y esta polarizaciéon, en gran
medida, depende de las moléculas que interactien
con sus respectivos ligandos, como la polarizaciéon que
puede generar la interaccion de un TLR con su respectivo
PAMP @', Se ha mencionado el potencial desarrollo de
neoplasias por el uso de SC. En el caso de las MSC se
ha descartado esta posibilidad . Por otro lado, el uso
de ESC ocasiona muchos conflictos éticos, sin embargo,
con MSC se evita estos conflictos éticos por el hecho de
obtenerse a partir de sujetos adultos 9,

Después de la activacion, las células ThO se pueden
diferenciar en Th1, Th2, Th17 o LT reguladores, entre
las principales derivaciones. Generalmente, las MSC
modulan esta diferenciacion para generar una respuesta
antiinflamatoria y de reparacion tisular. Es asi que
se bloquea la induccion Th1, a través de la inhibicién
de la secrecién de IFNY y en las poblaciones Th2 se
incrementa la secrecion de IL-4. Ademas, las MSC
inhiben la produccidon de citoquinas proinflamatorias
como IL-17, IL-22, IFN+¥, TNFa y la diferenciacion de los
LT a Th17, inducen la secrecion de IL- 10, la activacion
del factor de transcripcién Foxp3 y la diferenciacion hacia
LT reguladores, asi como la produccion de moléculas
reparadoras y factores de crecimiento y reparacion
tisular 2,

De tal manera que, la activacion de MSC depende
de la preexistencia de un entorno inflamatorio, la
inmunomodulacién que ejercen las MSC va a depender
de la poblacion celular sobre la cual actue, modo de
activacion celular y si hay o no contacto celular (1822,

Linfocitos B (LB): las interacciones entre MSC y LB
son un tema no bien desarrollado. A pesar que los LB
nacen, maduran y actian ya maduras importantemente
en médula 6sea, donde existe gran poblacién de SC,
el efecto entre ellas no es bien conocido. La actividad
inmunomoduladora de las MSC sobre estas células,
aparentemente, depende de factores solubles y de
contacto celular mediado por la sefial negativa que
induce la molécula PD-1 y sus ligandos, reduciendo asi
su proliferacién. También puede modificar la expresion
de receptores para quimioquinas como CXCR4, CXCRS5,
y CCRY. Lainteraccion MSC y LB es bastante compleja,
depende de los diferentes tipos de LB e importantemente
de factores paracrinos en el microambiente ?®. El efecto
inhibidor de MSC sobre LB depende, ademas, de la
inhibicion de MSC sobre ofras lineas celulares como
LT, células dendriticas y macrofagos, y sus metabolitos
secretados @,
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Células dendriticas y macréfagos: son fundamentales
en la presentacion de antigeno a los LT virgenes (naive).
Ambas células presentadoras de antigenos (CPA) pueden
activar los LT o también inducir tolerancia dependiendo de
su maduracion, subtipo, las moléculas que expresen en
superficie y su propio mecanismo metabdlico. Las MSC
ejercen un fuerte efecto inhibidor de células dendriticas
(CD) sobre su diferenciacion, maduracion, expresion
de moléculas de superficie de interaccion con LT como
las moléculas MHC Il o moléculas de coestimulacion
como CD80, y en la inhibicion o consumo de metabolitos
utilizados por las CD (como PGEZ2, IDO, IL-6), afectando
sus capacidades de activacion del LT, secrecion de
citoquinas, disminuyendo la produccién de radicales
libres de oxigeno, metaloproteasas, citoquinas como IL-
12, IFNv, entre otras moléculas secretadas @429

Importantemente, las MSC inducen una polarizacion
en macréfagos de tipo M2, incluyendo la polarizacion a
macréfagos M2 a partir de CD derivadas de monocitos @9
y este paso podria estar mediado en parte por algunos
metabolitos como el lactato, producidos por MSC, lo cual se
convierte en un blanco terapéutico potencial ).

Células NK (NKc): su funciéon efectora esta regulada
por sus receptores de superficie y por la secrecion de
citoquinas, tales como IFN~, IL-12, TNFR, y GM-CSF, y
poseen actividad citotoxica tanto espontanea y dependiente
de anticuerpos. Su accion es potenciada por otras células
como los macréfagos, las células dendriticas y LT.

Por una parte, las NKc cumplen una funcién de
reclutamiento de MSC, a través de la secrecién de
moléculas como la quimiogquina RANTES (CCL5) o NAP-
2 (proteina activadora de neutréfilos tipo 2) (llamada
CXCL7) que interactua con su ligando el receptor para
quimioquina CXCR2 en la MSC @,

Cuando se activan las NK en presencia de MSC, la
interaccion puede inhibir la produccion de IFN-y, la
proliferacién mediada por IL-2 e IL-15, ademas de
la actividad citotoxica de las NK, disminuyendo la
expresion de receptores de activacion.

Las MSC producen mediadores, entre otros: PGE2, TGF-3
y HLA-G5 (fraccién soluble del HLA estimulada por IL-10)
que regulan (suprime) la funcion de las células NK en
cultivo, lo cual regula también los procesos inflamatorios y
propicia los procesos reparativos tisulares 252),

FACTORES SOLUBLES DE LAS MSC
IMPLICADOS EN LAS PROPIEDADES
INMUNOMODULADORAS

TGFR1 y factor de crecimiento de hepatocitos (HGF):
son expresados por las MSC y se cree que actuan en

conjunto. EI TGFR1 esta implicado en la generacion de
CD4+CD25+Foxp3+ Treg y reduce la proliferacion de los
linfocitos y NKc. EI HGF secretado por MSC cumple roles
inmunorreguladores al favorecer la polarizacion M2 a
través de MAP kinasas ). Estos factores de crecimiento
son cruciales en los mecanismos inmunorreguladores
de cualquier origen.

Indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO): es una enzima
que cataliza la conversion del aminoacido triptéfano a
quinurenina que regula la proliferacion de LT. Las MSC
no producen IDO espontaneamente, pero si cuando son
estimuladas por INF¥ o por ligandos de TLR-3 y TLR-
4. La produccién de IDO no es el Unico mecanismo de
inhibicion de LT por MSC, pero es indispensable para
la inhibicién de LT inducida por IFN¥ (30). La inhibicién
de LT forma parte de los mecanismos inhibidores de
inflamacion para dar pase alos mecanismos reparadores
tisulares.

Prostaglandina E2: las MSC producen PGE2, que es un
metabolito lipidico, y estd demostrado que disminuye la
proliferacion de LT, estimula la secrecion de IL-4 e IL-10, y
mas bien promueve los LT CD4+ CD25+ Foxp3+, o sea, la
diferenciacion a LT reguladores. En interaccion con MSC
también reduce la diferenciacion de monocitos a CD, la
proliferacion y la citotoxicidad de las NK activadas por IL-
12 (30). Ademas, la PGE2 producida por MSC mantiene
la autorrenovacion de las MSC. Pero, asi mismo, el
contacto célula a célula de MSC inhibe la produccién
de PGEZ2, inhibiendo su capacidad inmunorreguladora,
equilibrando, por lo tanto, el sistema, en un mecanismo
similar a un feed-back ©".

HLA-G5: esta molécula soluble es inducida por IL-10y, a su
vez, promueve la secrecion de IL-10. Para ello es necesario
contacto célula-célula entre MSC y LT. La interaccion entre
ambas resulta en un ambiente inmunosupresor potenciado
por la generacion de Treg @,

Galectinas: son proteinas que intervienen en la
inmunomodulacion de diversas formas, las MSC
expresan galectina-3, molécula que regulala proliferacion
y adhesién de los LT. Asi mismo, se ha demostrado la
participacion de la galectina-1 y galectina-9, donde la
elevada expresion de estos ligandos en las MSC en un
medio de inflamacion reduce la proliferacion de LT ¢233),

ROL DE MSC EN LA REGENERACION
TISULAR CUTANEA

Dentro de las propiedades de las MSC que
principalmente contribuyen con la regeneracion tisular se
encuentran: la autorrenovacion, capacidad multipotente
de diferenciacioén y la regulacion inmune de la respuesta
inflamatoria. El dafo del tejido esta siempre asociado
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con la activacion de células inflamatorias/inmunes, es
decir, macrofagos, neutréfilos y ademas LT CD4, LT
CD8 y LB, los cuales son reclutados debido a factores
generados desde las células apoptéticas, células
necroéticas, microvasculatura dafiada y el estroma @4,

Cuando las MSC ingresan al microambiente del dafio
tisular, factores locales como citoquinas inflamatorias
(TNF-a, IL-1B, IFN-¥), radicales libres, quimioquinas,
leucotrienos, toxinas de agentes infecciosos e hipoxia,
pueden estimular a que las MSC liberen muchos factores
de crecimiento que incluyen: factor de crecimiento
epidermal (EGF), factor de crecimiento fibroblastico
FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDGF), factor de crecimiento transformante-beta
TGF-beta), factor de crecimiento endotelial vascular
VEGF), HGF, factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1), angiopoyetina-1 (Ang-1), factor de crecimiento
de keratinocitos (KGF), y factor derivado de células
estromales tipo 1 (SDF-1). Las interacciones entre
estos factores promueven el desarrollo de fibroblastos,
células endoteliales, células progenitoras tisulares que
regeneran y tienden a reparar el tejido dafiado ©°.

(
(
(
(

La presencia de MSC en piel normal y su rol critico en
la cicatrizacién de heridas sugiere que la aplicacion de
las MSC exdgenas podria ser una soluciéon prometedora
para tratar heridas no cicatrizantes en casos de traumas,
diabetes, insuficiencia vascular, entre otras condiciones.

Mecanismos de MSC en la cicatrizacion de heridas

La cicatrizacion normal de una herida es un proceso
dinamico y complejo que involucra una serie de eventos
coordinados en el que se produce sangrado y coagulacion,
inflamacién aguda, migracién celular, proliferacion,
diferenciacion, angiogénesis, reepitelizacion, sintesis
y remodelacion de matriz extracelular (MEC). Estos
eventos se desarrollan en tres fases que se sobreponen:
inflamacién, proliferacién y remodelacion ¢4,

Existe un vinculo entre las enfermedades por
envejecimiento y el deterioro asociado a la cicatrizacion
de heridas. En el caso de heridas cronicas, el progreso
normal de estas fases es defectuoso, esto conduce a
un dafio tisular que no se repara en un periodo usual
de tiempo. Estas manifestaciones pueden hallarse en
casos de diabetes, hipertension, insuficiencia vascular,
quemaduras y vasculitis; otros factores como: infeccion,
hipoxia, necrosis, exudados, y elevados niveles de
citoquinas inflamatorias, contribuyen con la alteracion
de estos procesos.

Las MSC atentan directamente la respuesta
inflamatoria, disminuyendo la produccién de citoquinas

762 |

proinflamatorias (TNF-a e IFN-7) y elevando los niveles
de produccién de citoquinas antiinflamatorias (IL-
10 e IL-4) convirtiéndolas, de este modo, en células
beneficiosas para el tratamiento de heridas crénicas ©4.
Este microambiente rico en IL-10 e IL-4, en este caso
generado por las MSC, direcciona los macréfagos a
un perfil M2, de naturaleza antiinflamatoria. Mientras
la capacidad de diferenciacién contribuye regenerando
el tejido danado, la sefalizacién paracrina regula la
respuesta celular en el microambiente de la lesion, esto
reduce la inflamacion, estimula la angiogénesis e induce
la migracién y proliferacion celular ©9).

Varios estudios indican que distintos tipos celulares,
tales como células epiteliales, células endoteliales,
queratinocitos y fibroblastos, responden adecuadamente
a la sefalizacién paracrina de las MSC, regulando
(activando o inhibiendo) diferentes respuestas celulares
y activando la expresién de genes de moléculas
reparadoras. La capacidad de las MSC para promover
la transicion desde la fase inflamatoria hacia la
fase proliferativa, es particularmente critica para el
tratamiento de la herida, donde los elevados niveles de
inflamacion impiden la cicatrizacion ©4.

Las MSC también secretan mitdgenos que estimulan
la proliferacién de queratinocitos, fibroblastos dérmicos
y células endoteliales in vitro. Se ha mostrado que
los fibroblastos dérmicos incrementan la secrecion de
colageno tipo | en respuesta a las sefiales paracrinas
de las MSC a través de la secreciéon de VEGF y HGF y
manteniendo el balance entre TGF-1 y TGF-f3.

EITGF-B es también liberado por plaguetas y macréfagos
que ayuda areclutarmonocitosenlazonadelalesiényen
el microambiente, estimula su maduracion, incrementa
la produccién de componentes de la matriz extracelular:
colageno, proteoglicanos, fibronectina, y disminuye,
a su vez, la secrecion de proteasas responsables
de la degradacion de la propia matriz, estimulando la
produccién del inhibidor tisular de metaloproteinasas
(TIMP). Los macrofagos proporcionan un depodsito
abundante de factores de crecimiento tisular (TGF-8,
EGF, PDGF, y FGF) y citoquinas proinflamatorias (IL-1
e IL-6) que activan queratinocitos, fibroblastos y células
endoteliales. Esto es llevado a cabo durante la fase
inflamatoria y proliferativa -3,

La duracién de la fase de maduracion depende de una
serie de variables, incluyendo genética del paciente,
edad, localizacion de la herida, tipo de lesién, y periodo
de la inflamacién. Durante esta fase el colageno de
tipo Il (que es frecuente durante proliferaciéon) se
degrada y se sustituye gradualmente por colageno tipo
I. La remodelaciéon del colageno es necesaria para la
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transicion desde tejido de granulacién de la cicatriz,
basada en la sintesis continua y la degradacion del
colageno. Cuando el equilibrio entre la sintesis de
colageno y la degradacion se consigue, comienza la
maduracion de la herida ©7).

La degradacion del colageno en la herida se controla
por varias metaloproteinasas de la matriz, que son
secretadas por macrofagos, células epidérmicas, células
endoteliales y fibroblastos. Durante la remodelacion
tisular, el PDGF ayuda a romper el colageno inicial
de la matriz hasta la remodelacién. Otros factores de
crecimiento que cumplen un papel en el proceso de
remodelacion son TGF-f y FGF.

En sintesis, la cicatrizacion es un proceso complejo que
requiere una coordinada interrelacion entre la matriz
extracelular, factores de crecimiento y células. Las MSC
tienen una participacion importante en cada fase del
proceso reparativo ya mencionados. Las MSC son una
fuente atractiva para conducir y mejorar las terapias
de cicatrizacion de heridas particularmente crénicas o
quemaduras (Figura 1).

Fuentes de las células tronco mesenquimales

Las MSC fueron aisladas por primera vez a partir de
médula 6sea en 1976 por Friedenstein et al. %83 quienes
la describieron como células de aspecto fibroblastico con
adherencia al plastico, capaces de ser cultivadas sin modificar
su fenotipo. Caplan, en 1991, fue el primero en denominar a
estas células como células tronco mesenquimales humanas
y las definié por su capacidad de adherencia, proliferacién
ex vivo y capacidad de diferenciarse a multiples células de

MSCs en las Fases de Cicatrizacion de Heridas

Fases
e Regulacion de e Produccion e Produccion
inflamacion VEGF HGF, TGF-B, KGF
e Supresién PDGF e Incremento
Roles de TNFa,IFN* e Reclutamiento matriz
e Produccionde  células extracelular
las MSC 14 110 endotelisles, e Regulacion
e Bloqueo SC, MMPs
proliferacion LT ~ queratinocitos, e Regulacion
o Direccionalidad fibroblastos proteasas/
M1 a M2 dérmicos TIMP
e Secrecion e Regulacion
mitdgenos, de deposicion
fibroblastos, de colageno
endotelios

Figura 1. Rol de las células troncales mesenquimales (MSC)
durante cada fase del proceso de cicatrizacion de herida (Adaptado
y modificado de: Maxson, Lopez, Yoo et al. MSC in Wound Repair.
Stem Cells Translational Medicine 2012;1:142—149)

origen mesodérmico ). Las MSC se aislaron inicialmente
de la médula 6sea donde se encuentran en una cantidad
muy reducida, alrededor del 0,003% del total de células
mononucleares ", Otros tejidos donde se ha encontrado
MSC es la sangre y tejido de cordon umbilical, tejidos
fetales, tejidos placentarios, liquido amniético, pulpa
dental, entre otros, dentro de los cuales ha destacado el
tejido adiposo como una fuente rica y muy accesible “249),
La primera vez que se demostro la existencia de las MSC
en el estroma del tejido adiposo fue en el afio 2000 por
Gimble et al. quienes describieron la capacidad in vitro
de estas células de diferenciarse a tejidos osteogénicos y
mineralizar una matriz extracelular cuando se les exponia
a diferentes factores, demostrando asi la capacidad
multipotencial “®. La confirmacién definitiva se dio en el
afno 2001 por Hedrick et al. quienes describieron a las
MSC derivadas de tejido graso subcutaneo como células
homogéneas con aspecto fibroblastico, obtenidas
a partir de la fraccion vascular estromal del tejido
adiposo con capacidad de diferenciarse a osteocitos,
condrocitos y adipocitos; ademas, analizaron su cinética
de desarrollo y los marcadores de superficie, llegando
a la conclusién de que eran muy similares a las MSC
aisladas de médula osea “50),

Cultivo y expansion celular de MSC de tejido adiposo
humano

Muestras de tejido adiposo

La obtencion de la muestra de tejido puede ser a partir
de lipoaspirados estéticos, abdominoplastias o una
intervencién quirlrgica, de donde se puede obtener 5 g de
tejido adiposo aproximadamente, que son suficientes para
iniciar un proceso de cultivo celular primario, con fines de
investigacion. La muestra debe colocarse inmediatamente
en un frasco estéril con medio de cultivo o buffer fosfato
salino (PBS) con antibidticos y transportado al laboratorio
en un ambiente de 4-8 °C dentro de las 24 h siguientes 0

Figura 2. Muestra de lipoaspirado en medio de transporte.
Se observa una zona superior amarilla compuesta por el tejido
adiposo (Fuente: Laboratorio de Inmunologia LID-108-UPCH)
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Obtencion de la fraccion estromal vascular (FEV)

La muestra de tejido adiposo es lavada con PBS estéril
(pH 7,4) 3 veces a 1500 rpm por 10 min a 22-24 °C. Luego
se procede a incubar con colagenasa tipo | al 0,1% a 37
°C en constante agitacion por 60 min. Seguidamente,
se detiene la reaccién adicionando el medio de cultivo
a-MEM con antibidticos (1% penicilina/estreptomicina),
en un volumen igual al de la digestion. Luego se filtra (100
um) y se procede a realizar dos lavados respectivos con
el medio, centrifugando a 2000 rpm x 10’, obteniéndose al
final un pellet celular conocido como FEV que es rico en
MSC. El pellet celular es resuspendido en 1 mL de medio
completo (a-MEM + 1%P/S + 15% lisado plaquetario
humano). El lisado plaquetario se utiliza como sustituto
del suero bovino fetal (SBF) y es preparado de acuerdo a
protocolos ya establecidos.

Cultivo y expansion de las MSC

La FEV es cultivada en flask de 25 cm? con medio
a-MEM completo e incubado a 37 °C en 5% CO,, por 72
h, apreciandose pocas células de aspecto fibroblastico
adheridas al flask, junto a otras células no adheridas
(Figura 3). Luego se cambia el medio con la finalidad
de retirar las células no adherentes. Se cambia el
medio cada 2 a 3 dias hasta alcanzar confluencia de
70-80% de las células adherentes (Figura 4). Luego
se procede a realizar la tripsinizacion (tripsina EDTA
0,25%) y se vuelve a subcultivar las células en flask de
75 cm? en razén de 5000—10000 células por cm?. En el
pasaje 3 se obtienen las células para su identificacion,
criopreservacion y experimentacion. Para aplicacion
terapéutica se recomienda usar células en el cuarto
pasaje como maximo.

Figura 3. Células en fondo del flask luego de 72 h de cultivo
(microscopia invertida-100X). Con la flecha se indican las células
con caracteristicas de células troncales mesenquimales. Las
demas células circundantes corresponden a leucocitos y hematies
provenientes de la muestra de tejido adiposo (Fuente: Laboratorio
de Inmunologia LID-108-UPCH)
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Figura 4. Células adheridas en flask de cultivo con
caracteristica de células troncales mesenquimales con una
confluencia del 70%. (microscopia invertida-100X). Presentan
aspecto fibroblastico (Fuente: Laboratorio de Inmunologia LID-
108-UPCH)

Identificacion fenotipica

La ISCT (Sociedad Internacional de Terapia Celular)
establecio en el 2006 los criterios de identidad minima
para las MSC ©". En funcion a ello, las MSC, después
de un proceso de cultivo deben de identificarse a través
de marcadores de membrana usando para tal fin la
citometria de flujo. Deben ser positivos en mas o igual al
98% para CD73, CD90, CD105 y negativos en menos o
igual al 2% para CD45, CD34, HLA-DR, CD14 o CD11b,
CD79a o CD19 (Figura 5).

Identificacion funcional

Esta basado en la capacidad de diferenciacion que tienen
las MSC hacia condrocitos, adipocitos y osteoblastos
que fueron establecidos por el consenso de la ISCT.
En el pasaje 3 del cultivo se subcultivan las células
en placas de 12 pozos con el medio de diferenciacién
especifico para cada linaje. Luego de un tiempo de
cultivo las células muestran morfologias diferentes
a la inicial (Figura 6), las que se confirmaran con
coloraciones especificas, siendo las mas usadas el oil
red para adipogénesis, alcian blue para condrogénesis
y fosfatasa alcalina para osteogénesis.

APLICACIONES TERAPEUTICAS DE
CELULAS TRONCO MESENQUIMALES

Las aplicaciones terapéuticas de las MSC estan creciendo
constantemente y se esta convirtiendo en una alternativa
para diversas formas de aplicaciones tanto clinicas,
como de investigacion. Para el 08 de agosto de 2016, al
buscar publicaciones en Medline con el encabezamiento
Stem Cells, se encuentran 258 979 articulos registrados,
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Figura 5. Evaluacion por citometria de flujo de los marcadores negativos y positivos de las células troncales
mesenquimales. A) Seleccion por tamafio y granularidad de la poblacién celular obtenida del cultivo; B) Evaluacion
de la expresion de los marcadores negativos; C) Evaluacion de la expresion del marcador CD73, positivo para
células troncales mesenquimales; D) Evaluacién de la expresién de los marcadores positivos CD90 y CD44 (Fuente:

Laboratorio de Inmunologia LID-108-UPCH)

mientras con el encabezamiento Mesenchymal Stem
Cells, se encuentran 42 164 articulos, lo cual muestra el
gran interés cientifico en este tema y en sus potenciales
aplicaciones terapéuticas.

Unode los puntos clave parala potencial utilidad de las MSC
es que se podrian utilizar en forma autéloga o alogénica
(autdloga: MSC del mismo individuo; alogénica: MSC
de otro individuo de la misma especie). Esto es debido,
como se ha mencionado previamente, a la caracteristica
de las MSC de no expresar MHC clase Il ni méleculas
co-estimuladoras y baja expresion de MHC clase |. Esta
caracteristica ha atraido la atencion, por la posibilidad de la
comercializacion en forma farmacéutica de preparados de
MSC. Aunque, para determinadas condiciones, deberan
de ser preferencialmente autdlogas.

Una de las principales caracteristicas que son vistas
con mucho interés es la capacidad inmunomoduladora

de las MSC. Y esta capacidad inmunomoduladora esta
importantemente influenciada por el microambiente en
el que se encuentren.

Practicamente cada especialidad médica ha encontrado
la posibilidad de uso de MSC. Las clasicas aplicaciones
en trasplante de médula dsea o la construccién de piel
artificial para quemados, han sido desbordados por su
uso como terapia regenerativa o reconstructiva para
cualquier érgano o tejido corporal.

Inicialmente, su utilidad se creyd, preferencialmente,
se debia a su capacidad de transdiferenciacion tisular;
sin embargo, posteriormente, diferentes estudios han
reconocido como su principal capacidad la produccion de
factores paracrinos y endocrinos a través de la secrecion
de productos mitogénicos celulares, antiapoptoticos,
antiinflamatorios, antifibréticos y angiogénicos.

| 765



REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA. 2016;33(4):758-71.

Ceron W et al.

.$»

SRR G

‘\ 1
Mﬂ) v
Figura 6. Células troncales mesenquimales en proceso de
diferenciacién adipogénica (microscopia invertida-100X). Se
observan vacuolas de grasa brillantes dentro de los citoplasmas
de las células adheridas en el flask de cultivo con medio de
diferenciacion STEMPRO® Adipogénesis. (Fuente: Laboratorio
de Inmunologia LID-108-UPCH)

Igualmente, como ha sido revisado por Engela et al. %2 |a
induccion o atraccion de linfocitos T reguladores hacia el
tejido donde son colocadas, parece crucial en la funcion y
la persistencia a largo plazo del efecto inmunorregulador
y reparador de la aplicacion de MSC.

Sin embargo, a pesar de esta situacion prometedora,
estudios experimentales han mostrado que no todas
las condiciones clinicas pueden ser favorecidas por
esta terapia. Seifert et al. ®® evaluaron el tratamiento
con MSC de un modelo preclinico de trasplante de
rindn, encontrando incremento en la respuesta inmune
humoral, los signos de inflamacién y rechazo de tejido
en los dos grupos tratados con MSC provenientes del
donador y del receptor, comparado con el control que
no recibié MSC.

Claramente, el efecto inmunorregulador de las MSC
esta regulado, en parte, por el microambiente en el
cual sean colocadas. Leijs et al. ®* mostraron que
el liquido sinovial de pacientes con enfermedades
inflamatorias articulares modulé la activacion de genes
con actividad inmunorreguladora de MSC. Igualmente,
De la Rosa et al. ¥ mostraron que la activacién de
Toll-Like Receptors (TLRs) inducida por estructuras de
patégenos (pathogen associated molecular patterns,
PAMPSs) o sefiales de peligro tisular (Damage associated
molecular patterns, DAMPs) modularon la expresién de
un fenotipo pro- o antiinflamatorio en las MSC.

Por lo tanto, entender el impacto a nivel molecular y
celular, y sus interacciones con el microambiente tisular
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especifico, es muy importante para lograr resultados
favorables en la terapia con MSC.

APLICACIONES EVALUADAS

EN CONDICIONES CLINICAS
ESPECIFICAS: TERAPIA CON MSC EN
ENFERMEDADES CARDIACAS

En el ambito de enfermedades cardiovasculares, se ha
utilizado diversas fuentes de células estromales. Una de
las fuentes iniciales han sido las MSC. Sin embargo, el
descubrimiento de las iPSCs y cardiomiocitos derivados
de iPSCs (iPSC-CMs) han incentivado el uso de estas
otras fuentes de células madre y sus aplicaciones a
patologias humanas, sin embargo, estas nuevas formas
de Stem cells no es tema de nuestra revision actual.

Durante y luego de un infarto de miocardio, la fase
temprana se caracteriza por un microambiente local
con inflamacién, apoptosis y necrosis. Mas tardiamente
sucede una expansion del tejido infartado hacia la
pared miocardica, reclutamiento de células mieloides,
presencia de tejido necrético y degradacion de la matriz
extracelular, subsecuente angiogénesis y remodelacion
del ventriculo, que incluye formacion de cicatrices,
expansion hipertrofica de los cardiomiocitos y fibrosis,
llevando a dilatacién del ventriculo izquierdo, frecuentes
arritmias e insuficiencia cardiaca. La capacidad
enddégeno cardiaca de regeneracion, a partir de célula
progenitoras cardiacas es limitada ©©),

La terapia con MSC adultas en pacientes con infarto
de miocardio ha mostrado resultados bastante
alentadores ¢7:%), Las MSC derivadas de médula ésea
o de tejido adiposo se han evaluado en varios estudios
en animales experimentales con infarto miocardico
inducido. Entre otros estudios, Silva et al. ¥ indujeron
infarto por oclusion arterial en perros, y 30 dias después
aplicaron 5 x 10 MSC intramiocardicas obtenidas de médula
6sea, observando mejora de parametros hemodinamicos,
incremento de angiogénesis y menor fibrosis cardiaca. Del
mismo modo, Miyahara et al. ®® indujeron infarto por oclusion
arterial en ratas, y cuatro semanas después aplicaron 8 x 108
MSC logrando disminucion de la mortalidad, mejora de los
parametros hemodinamicos y cierta regeneracion cardiaca.

En estudios clinicos se ha avanzado poco con el uso
de MSC. En un estudio clinico llamado POSEIDON,
Hare et al. ®" evaluaron 31 pacientes con infarto
miocardico, utilizando MSC en 3 dosis diferentes de 20
a 200 x 10° células administradas intramiocardicamente
transendocardial, observando mejora en el rendimiento
fisico y disminucion del volumen diastdlico residual final
en el ventriculo izquierdo.
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TERAPIA CON MSC EN ENFERMEDAD HEPATICA
TERMINAL

La cirrosis hepatica es caracterizada por necrosis de
hepatocitos, distorsién de la estructura hepatica y
formacion de nddulos regenerativos. Inicialmente se
demostroé que fetos humanos desde las 10 a 18 semanas
de vida contenian gran cantidad de SC hepaticas con
capacidad bidiferencial, convertirse en células de ductos
biliares y convertirse en hepatocitos. Desde los inicios
de los 80 la terapia con hepatocitos fetales se ofrecid
como una alternativa interesante. Se evaluaron las rutas
de inoculacion de células hepaticas via intraesplénica,
intraportal o intraperitoneal, resultando el trasplante
de células hepaticas intraperitoneal la mas ventajosa
en modelos animales. En 1992 se realizé el primer
trasplante exitoso de hepatocitos fetales en humanos,
que mostro resultados aceptables. Sin embargo, a pesar
de que ha habido varios reportes exitosos posteriores
con esta técnica, no se ha generalizado su uso. La
terapia con SC hepaticas ha generado una alternativa
prometedora en caso de enfermedad hepatica crénica
terminal 62,

Varios estudios han demostrado la generacion de SC
hepaticas (HSC) a partir de tejido hepatico adulto,
seguido de proliferacion y diferenciacion en hepatocitos
funcionales. Dos fuentes de SC se han evaluado
para esta terapia regenerativa: MSC provenientes de
corddn umbilical o aspirado de médula dsea y las iPSC
derivadas de otras células somaticas. Se revisara solo
lo avanzado con el uso de MSC.

Adicionalmente, la potencialidad del crecimiento
de HSC a partir de cualquiera de las fuentes de SC
mencionadas, incluyendo MSC, en constructos de
organos tridimensionales, se ha convertido en una
estrategia terapéutica prometedora. Es conocido que
los hepatocitos y toda su infraestructura vascular esta
soportada en base a contacto célula a célula y al contacto
con la matriz extracelular particular. De tal manera que
se esta desarrollando interesantemente la bioingenieria
de tejidos con construccion de matrices naturales
tridimensionales como soporte para el crecimiento de
las SC.

Se estan evaluando otras fuentes de obtencion de MSC,
por ejemplo, Shi et al. ®® han reportado la obtencién de
MSC a partir de foliculo piloso. Sin embargo, no lograron
la transformacion a células parecidas a hepatocitos, lo
cual si hicieron cuando usaron MSC derivadas de foliculo
piloso, pero trasformadas en células pluripotentes
inducidas (iPS) obtenidas igual a partir de foliculo piloso.
Igualmente, Wang et al. ®» han aislado MSC de tejido
hepético, con algunas ventajas funcionales comparadas
a las MSC obtenidas de otras fuentes.

TERAPIA CON MSC EN ULCERAS CRONICAS DE
PIEL

Otra aplicacién evidente es referida a la cicatrizacion
de heridas en condiciones desfavorables. Una revisién
de Chen et al. %, mostraron que la aplicacion de MSC
produjo mejora de la reparacion tisular al aminorar la
inflamacion local, mejorar la reepitelizacion, la formacién
de tejido de granulacidon y la neovacularizacién, aun
en condiciones de sufrimiento tisular, como el caso de
diabetes.

Muchos estudios, tanto en animales experimentales
como en humanos, han demostrado repetidamente
el efecto beneficioso en curacion de heridas de piel
con el uso de MSC ©587), E| uso de roedores ha sido
importante para evaluar el uso de MSC para mejora de
cicatrizacion de heridas crénicas. Sin embargo, es claro
que hay diferencias estructurales entre la piel de roedor
y la humana. La piel de roedores carece de glandulas
sudoriparas apocrinas y crestas epiteliales en la papila
dérmica, sin embargo, las crestas epiteliales pueden
aparecer en el roedor durante el proceso de cicatrizacion
de heridas ®%. Especialmente los modelos murinos
de diabetes han sido de utilidad en experimentos de
reparacion de heridas crénicas con uso de MSC. La
diabetes mellitus (DBM) con cierta frecuencia ocasiona
Ulceras cronicas que no cicatrizan debido a una
conjuncion de fendmenos como isquemia local, lesion
por reperfusion tisular, infeccion bacteriana, deficiencia
en el aporte de células de renovaciéon y disminucion
de cantidad y respuesta disminuida a factores de
crecimiento y otras moléculas reparadoras tisulares
por senescencia, resultando en procesos inflamatorios
cronicos y deficiente cicatrizacion.

Sin embargo, aun hay escasas investigaciones en
humanos en este proceso reparativo. Un estudio
realizado el 2003 por Badiavas y Falanga ©® utilizé
MSC cultivadas a partir de médula 6sea autologa,
administradas inicialmente en forma subcutanea y
luego en forma topica, logrando incremento en la
reorganizacion de la piel, neoangiogénesis y cierre total
de las heridas. Otros estudios han utilizado también
MSC obtenidas de cordon umbilical o0 médula dsea,
por administracion subcutanea y/o tépica en ulceras
diabéticas o producidas por procesos vasculiticos,
observando resultados favorables en la cicatrizacién
de heridas crénicas, mejorando consecuentemente
otros indices de calidad de vida, como la distancia de
caminata sin dolor ©7),

Otro evento necesario en la reparacion de heridas es
la formacién de vasos sanguineos que provean de
nutrientes y factores paracrinos a la zona. Las MSC
han demostrado formar neovascularizacion a través
de vasculogénesis. Como previamente se menciond,
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las MSC producen factores paracrinos reparadores
tisulares. VEGF, EGF, factor de crecimiento estromal
derivado de células tipo 1 alfa (SCDGF-1a, stromal
cell-derived growth factor 1 alfa), eritropoyetina y otros
factores solubles han sido demostrados en presencia de
MSC.

TERAPIA CON CELULAS
TRONCO MESENQUIMALES EN

OSTEOARTROSIS

La osteoartrosis (OA) es una condicidon degenerativa
del cartilago articular que conlleva dafio progresivo
estructural y funcional del cartilago y una serie de
mecanismos compensatorios de todos los componentes
del sistema articular, principalmente del hueso
subcondral; estructuras intraarticulares, como sinovia
articular y ligamentos; extraarticulares, como tendones,
y deterioro secundario de estructuras musculares vy,
consecuentemente, limitacién funcional progresiva.

Existen una serie de factores de riesgo para el
desarrollo de OA, algunos inmodificables como son la
edad avanzada, pero otros modificables con medidas
preventivas de salud publica como el sobrepeso-
obesidad, disturbios metabdlicos como la diabetes,
hiperlipidemias o el sindrome metabdlico, pero que son
dificiles de controlar a nivel poblacional mientras no
exista un consenso en diferentes &mbitos de la sociedad
para eliminar estos flagelos de la sociedad.

Las terapias convencionales no estan bien desarrolladas,
disponiéndose solo de terapias farmacoldgicas para
calmar los sintomas molestos de la condicion, pero que
no cambian el curso de la enfermedad. Algunos productos
terapéuticos se han desarrollado, como glucosamina y
otros, pero que han mostrado resultados controversiales
respecto a sus efectos beneficiosos a largo plazo.

Las terapias con MSC han mostrado resultados
alentadores en modelos animales y en pocos estudios
clinicos humanos, debido a su capacidad de disminuir
la respuesta inflamatoria, sus mecanismos inductores, y
su capacidad regenerativa por los factores reparadores
y factores de crecimiento que secretan las MSC, como
ya se ha mencionado ©®. De hecho, se ha observado
que en OA hay una disminucién de las MSC estromales
y las existentes tienen una menor capacidad proliferativa
y de diferenciacion ©®.

Centeno et al. demostraron mejoras en el volumen de
cartilago y volumen de meniscos luego de la combinacién
de uso de MSC provenientes de médula 6sea (MO)
y lisado plaquetario, pero en un nuimero pequefio de
casos . En todo caso, el plasma rico en plaquetas
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potencialmente podria mejorar la migracién celular,
proliferacion y diferenciacién de las SC locales .

Jo et al evaluaron 18 pacientes con osteoartrosis de
rodilla que recibieron MSC obtenidas de tejido adiposo
en dosis de 1x107, 5x107 y 1x108 células intraarticulares
y nueve pacientes adicionales que recibieron la dosis
mayor. Todos los pacientes tuvieron mejoria sintomatica
del dolor y funciéon evaluada por WOMAC (The Western
Ontario and McMaster Universities Arthritis Index),
no tuvieron efectos adversos y logré evidenciarse
disminucion del defecto del cartilago demostrada por
artroscopia e histologia 2.

La fuente de obtencion de MSC es crucial para los
resultados observados. Una fuente de MSC usada con
cierta frecuencia en la practica clinica habitual ha sido
obtener MSC autdlogas a partir de aspirado de MO y
posterior separacion de células mononucleares (bone
marrow mononuclear cells, BMMC). Sin embargo, estudios
de Peng et al. ™), Alvarez-Viejo et al. y Kern et al. 737
han mostrado resultados concluyentes: la obtencién de
MSC de BMMC proporciona 0,001 a 0,02% del total de
células, mientras las MSC obtenidas a partir de aspirado
de tejido adiposo proporciona 1 a 7 % del total de células
obtenidas, con buena capacidad condrogénica y de
liberacién de factores de crecimiento .

Un estudio recientemente publicado por Pers et al. del
estudio ADIPOA ® utilizd MSC autdlogas obtenidas a
partir de aspirado de tejido adiposo en pacientes con
OA severa sintomatica de rodillas, administrados en una
sola dosis por inyeccion transcutanea intraarticular, en
un estudio clinico fase |. Encontraron que el método
fue seguro con ausencia de eventos adversos serios y
después de 6 meses de seguimiento un porcentaje de
los pacientes mostré mejoria del dolor y funcién articular
comparados al momento inicial.

CONCLUSION

Todos los factores discutidos en esta revision son de
notable importancia y se requiere individualizar su rol
en los mecanismos de mejora de procesos patolégicos
prevalentes en humanos, por ejemplo: la recuperacion
de heridas crénicas.
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