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La primera observacién de la presencia de células madre en la sangre del cordén
umbilical (SCU) se debe a Knudtzon y cols, quienes en 1974 publicaron la deteccién
de unidades formadoras de colonias circulantes en muestras de cordén humano!.
En la discusi6n de su articulo, los autores ya sugirieron la posibilidad de que esas
"células madre hematopoyéticas” pudieran ser de utilidad en la regeneracién de la
médula 6sea. Este hallazgo motivé Que otros grupos comenzaran a investigar el po-
tencial de la SCU como fuente de células madre. Asi, en 1982 Nakahata y Ogawa
demostraron la presencia, no sé6lo de progenitores comprometidos, sino de células
multipotentes con capacidad de autorrenovacién? Ya en la década de los 80, el
equipo encabezado por Broxmeyer comprobé que la cantidad de progenitores he-
matopoyéticos obtenidos recogiendo toda la sangre presente en el cordén
umbilical, podria ser suficiente para regenerar la hematopoyesis de una persona?.
Sus estudios y los de Koike y cols también demostraron que la SCU podfa some-
terse a un procedimiento de crioconservacion que garantizaba la posibilidad de
almacenamiento durante un tiempo prolongado, manteniendo su viabilidad y su
funcionalidad hematopoyética*s. Estos hallazgos permitieron establecer la hipéte-
sis de que la SCU podifa ser utilizada como fuente de progenitores hematopoyéticos
en nifios que precisasen un trasplante de médula 6sea pero no tuviesen un donante
compatible. Fue entonces cuando E. Gluckman decidi6 tratar a un nifio con ane-
mia de Fanconi, mediante el trasplante de SCU proveniente de un hermano sano
a qiﬁén se recogi la sangre del cord6n en el momento del nacimiento. Este primer
trasplante se public6 en 1989 y el paciente contimia vivo y curado en la actualidad®.

A partir de aquel momento comenzsé a desarrollarse la idea de la conveniencia
de crear bancos de cordén umbilical en los que almacenar unidades de SCU que
estuvieran disponibles para los pacientes, emparentados o no emparentados, que
lo necesitasen. : ' :
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Células madre hematopoyéticas

Las células madre hematopoyéticas del cordén umbilical tienen unas caracterfs-
ticas peculiares que las diferencian de las de la médula ésea adulta y de las que
circulan en la sangre periférica. La SCU contiene un mimero mayor de poblacio-
nes mds primitivas tales como las "células iniciadoras de cultivo a largo plazo"
(LTCIC), y también muestran una mayor actividad de telomerasa, lo que se aso-
cia a un mayor potencial proliferativo. Este hecho se traduce en que con SCU es
posible regenerar la hematopoyesis de un paciente empleando un menor ntimero
de células que si se utiliza médula 6sea o sangre periférica. En efecto, para ga-
rantizar el prendimiento de un trasplante alogénico de médula ésea o
progenitores hematopoyéticos de sangre periférica se necesita una cantidad de 1-
2x10° células CD34+ por kilogramo de peso del receptor. Por el contrario en los
trasplantes de cord6n se requiere un nimero en torno a 1x10° células CD34+, es
decir, de una magnitud diez veces menor, lo que da una idea de su enorme capa-
cidad proliferativa.

Una de las peculiaridades de las células madre del cordén umbilical reside en el
hecho de que, aun siendo células madre aduitas, todavia conservan algunas de las
propiedades de célula madre embrionaria, tales como la expresién de los facto-
res transcripcién Oct-4, Rex-1, Sox-2 y Nanog, los antigenos embrionarios
especificos de estadio SSEA-3 y SSEA-4, y marcadores como TRA-1-60 y TRA-1-81,
también propios de células embrionarias’.

Otra de sus peculiaridades es la baja inmunogenicidad manifestada por la débil
expresion de antigenos del sistema mayor de histocompatibilidad y por falta de
capacidad estimuladora de la proliferacién de linfocitos alogénicos. Esta propie-
dad resulta claramente ventajosa en situaciones de utilizacién terapéutica
alogénica, en las-que cabe esperar una menor probabilidad de rechazo o de en-
fermedad de injerto contra huésped.

La cantidad de células madre hematopoyéticas que pueden obtenerse en una uni-
dad de sangre de cordén umbilical es muy variable, aunque se han identificado
factores dependientes tanto de la madre como del feto, que determinan un mayor
o menor contenido de estos progenitores. En un estudio del grupo COLBT que
analiz6 los datos 8.000 unidades de SCU procedentes de varias universidades es-
tadounidenses, se observé que los nacidos de etnia caucdsica y los de etnia
hispana tenfan un contenido mayor de céhulas CD34+/CD38- y CD34/CD61+ que
los de etnia afroamericana o asi4tica®: Asimismo observaron que los nacidos por
cesdrea tenfan un mayor contenido de progenitores hematopoyéticos compro-



metidos (CFU). Otros autores han encontrado que este incremento en el numero
de células madre en las cesdreas, es mas marcado cuando se realiza debido a su-
frimiento fetal®. Diversos estudios han tratado de correlacionar el contenido de
células madre con el sexo del nacido, encontrado resultados poco concluyentes.
Aroviita y cols encontraron una mayor concentracién de células CD34+ en los na-
cidos varones independientemente de su peso’®, pero otros grupos no han
hallado diferencias significativas1'. La edad de la madre parece influir en el con-
tenido en células progenitoras, que es mayor en las gestantes mds jévenes'2.

Aparte de las células madre hematopoyéticas, la SCU contiene otras poblaciones
de células madre que le confieren un enorme interés desde le punto de vista de
su potencial uso terapéutico®, tales como las células madre mesenquimales, pro-
genitores endoteliales y poblaciones recientemente descritas que describiremos
a continuacién.

Celulas madre mesenquimales

Las células multipotenciales del estroma, también llamadas células madre me-
senquimales, se han definido como un tipo de células adherentes en cultivo,
caracterizadas por la expresién de CD105, CD73 y CD90, por la ausencia de
otros antigenos de linaje linfohemopoyético como CD34, CD45, CD79a, CD19,
CD14, CD11b 0 DR, y por la propiedad de diferenciarse in vitro a condroblastos,
osteoblastos y adipocitos'*. Aparte de estos requisitos minimos para ser consi-
deradas MSC, se caracterizan también por la expresion de las moléculas
STRO-1, VCAM y SH-3, asi como por la capacidad de produccidén de interleu-
kina 10 (IL10) y TGF-B. Tambien hay evidencia de que sus propiedades de
autorrenovacion y diferenciacion se asocian a la expresion de determinados
micro RNAs, como el miR-140, que participa en su diferenciacién a cartilago y
el miR-24 en la formacioén de osteocitos®. En la figura 1 puede observarse un
cultivo de células madre mesenquimales originando adipocitos, obtenido en
nuestro laboratorio. Otros grupos han caracterizado la estructura funcional de
los adipocitos generados de esta forma y su dindmica de expresién de marca-
dores especificos's,

Las células madre mesenquimales presentes en el cordén umbilical son candi-
datas clave para estrategias de terapia celular y medicina regenerativa'’. Entre
otras utilidades potenciales se ha comprobado en modelos murinos que pueden
ser de utilidad para la reparacién del epitelio pulmonar'®, para la regeneracién de
la piel’® y para el tratamiento de la diabetes?.

Universidad CEU San Pabio | §7



Células progenitoras muttilinaje

Recientemente se ha identificado en la SCU una nueva estirpe de célula madre
multipotente que se ha denominado células progenitora multilinaje (MLPC). Se
trata de una poblacién adherente al pldstico, caracterizada por un fenotipo
CD45+,CD34+, CD9+, Nestina+ . Entre sus peculiaridades se encuentran la gran
capacidad de expansién manteniendo estabilidad genética y una gran plastici-
dad con capacidad de diferenciacién hacia lineas de las tres capas germinales,
sin aparente potencial teratogénico. Estas células son distintas de las mesenqui-
males descritas anteriormente, en la expresién de CD9, CD109Y CD90. Mediante
microarrays se ha visto que se distinguen en la expresién de 360 de los 942 genes
comparados?', Las MLPC tienen un tiempo de duplicacién de 35 a 50 horas y pue-
den duplicarse hasta 80 veces sin perder la integridad genémica.

Células madre endoteliales

Las células madre endoteliales también se hallan representadas en la SCU, en un
ntimero 10 veces mayor que en la médula Gsea, caracterizandose por un fenotipo
CD34+, CD11b+, KDR+,VEGFR3+. La presencia de esta poblacién ha despertado
un gran interés por sus posibilidades de aplicacién en medicina regenerativa para
enfermedades cardiovasculares®. En modelos experimentales, varios grupos han
utilizado progenitores endoteliales de la sangre del cordén umbilical para des-
arrollar vilvulas cardiacas®. Bésicamente emplean armazones o matrices
acelulares con forma de anillo valvular sobre las que se cultivan las células del
cord6n umbilical humano en condiciones apropiadas para la diferenciacién de
los progenitores endoteliales. De esta manera se consigue generar un tejido de
cobertura que reune todas las caracteristicas antigénicas y funcionales de un ne-
oendotelio, expresando moléculas tales como el factor von Willebrand o el CD31.
Ademds, mediante ensayos de adhesién plaquetaria se ha comprobado que este
endotelio no es trombogénico®.

El grupo de Schmidt, en Zurich ha empleado progenitores endoteliales deriva-
dos del cordén umbilical humano para generar estructuras semejantes a vasos
sanguineos sobre matrices biodegradables®. Recientemente se han implantado
ya en pacienites dispositivos similares a vasos sanguineos desarrollados a partir de
células médre, demostrando su utilidad chmca enla revasctﬂarizamén de enfer-
mos con artenopatfa 1.~3quéxmcaz‘i '



Celulas madre muy pequefias semejantes a las embrionarias

Otra de las poblaciones que se ha podido identificar en la SCU es la de las deno-
minadas "células madre muy pequenas semejantes a las embrionarias” o "very
small embryonic-like stem cells” (VSEL)?”. Como su nombre indica, tienen un
tamaro pequefio de entre 3 y 5 micras, presentan factores de trascripcién como
Oct-4 y Nanog, y expresan antigenos embrionarios como SSEA-4%. Ademas, ex-
hiben un fenotipo caracterfstico CXR4+,AC133+,CD34+,lin-,CD45- y expresan
otros marcadores de célula germinal primordial, tales como fosfatasa alcalina de
tipo fetal, Mvh,Stella, Nobox, Fragilis y Hdac6%. El gran interés de este subtipo
celular radica en que conserva la pluripotencialidad propia de las células em-
brionarias, mientras que al estar presentes en la SCU su obtencién no requiere la
manipulacién de embriones®,

Células madre somaéticas sin restriccion

En el afio 2004, Kagler y cols describieron una nueva célula madre somaética hu-
mana con propiedades pluripotenciales intrinsecas que denominaron
"Unrestricted Somatic Stem Cell" (USSC)*.. Esta rara poblacién se encontré en la
fraccién CD45- de la SCU, mostrando un crecimiento adherente. Su propiedad
mds llamativa reside en que es capaz de sufrir mas de 40 duplicaciones sin dife-
renciacién espontdnea ni pérdida de longitud de los telémeros, pudiendo
expandirse hasta 10*° células sin perder pluripotencialidad. Desde el punto de
vista fenotipico, expresan CD10, CD13, CD29, CD44, CD49e, CD54, CD58, CD71,
CD73, CDS0, CD105, CD146, CD166 y CD271%. También presentan los factores
de transcripcién Oct-4 y Nanog, y los antigenos SSEA-3 y SSEA-4, que como ya
vimos son marcadores de célula madre embrionaria. Desde el punto de vista fun-
cional se ha comprobado su capacidad de diferenciacién a linajes de mesodermo,
ectodermo y endodermo, incluyendo osteoblastos, condroblastos, adipocitos, cé-
lulas hematopoyéticas y células neurales como astrocitos y neuronas®. M4s aiin,
el trasplante de USSC humanas en un modelo ovino, constats el desarrollo de he-
patocitos productores de albumina y de cardiomiocitos humanos que podian
seguirse detectando muchos meses después del injerto. Es importante resaltar
Qque en estos experimentos con animales, no se observé aparicién de tumores en
ningiin caso*, Este hecho resulta de gran importancia ya que la aparicién de tu-
mores en uno de los riesgos potenciales cuando se emplean células embrionarias.

Recientemente, se ha éomprobado que las USSC tienen ademds la propiedad de
facilitar el anidamiento o "homing" de los progenitores hematopoyéticos CD34+
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en la médula 6sea®. Este hallazgo sugiere que las USSC purificadas podrian em-
plearse para facilitar el injerto en los pacientes que se someten a un trasplante
con SCU.

Criopreservacion de células del cordon umbilical

La conservacion de la sangre del cord6n umbilical para uso diferido, requiere el
empleo de un método que garantice el mantenimiento de la integridad estructu-
ral y funcional de las células madre. Como hemos mencionado anteriormente, la
criopreservacién es el procedimiento idéneo para este fin. Basicamente consiste
en someter a las células a un proceso de enfriamiento progresivo, con descenso
controlado de la temperatura a un ritmo entre 1°C y 2°C por minuto. Este pro-
ceso se lleva a cabo en un equipo de congelacién programada controlado por
ordenador. En el momento en que se produce la transicién de fase liquida a fase
s6lida, la muestra libera calor de fusién que el equipo compensa hasta alcanzar
el punto eutéctico. El enfriamiento gradual se continta hasta que se alcanzan los
-100°C, momento en el que la muestra se transfiere a un contenedor de nitrégeno
liquido para su almacenamiento definitivo a -196°C™. Para evitar el dafio celular
crio-inducido se emplean sustancias crioprotectoras como e} dimetilsulféxido
(DMSO), que gracias a sus propiedades coligativas, evitan la formacién de mi-
crocristales y la deshidratacién celular. Sin embargo, el DMSO produce algunos
efectos adversos, por lo que cuando la muestra se descongela para su uso clinico,
suele ser recomendable eliminario mediante procedimientos de lavado celular®.
A este respecto se han publicado procedimientos de lavado autométicos o se-
miautométicos, como el desarrollado por nosotros, que no alteran la
funcionalidad de las células madre y no afectan a su capacidad de implante™,

Una de las cuestiones fundamentales es cuanto tiempo pueden mantenerse las
células criopreservadas, existiendo la undnime idea de que 1a duracién puede ser
indefinida. Teniendo en cuenta que la sangre del cordén umbilical se viene al-
macenando desde 1989, los datos disponibles no permiten retrotraese més en el
tiempo, pero Broxmeyer y cols han demostrado la recuperaci6n funcional de pro-
genitores hematopoyéticos y células madre en la sangre del cord6n umbilical
humano cnopreservada durante 15 afios™.

Clésicamente se ha considerado que las. células s6lo pueden someterse a crio-
preservacion una vez, es decir, que tras haber sido descongeladas, no podrian
volver a congelarse de nuevo. De hecho en la actualidad no se admite la posibili-
dad de realizar un trasplante con una unidad congelada. dos veces Esto supone
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una considerable limitaci6n, que obliga a utilizar toda la muestra en un solo pro-
cedimiento, impidiendo en teorfa conservar una parte para otras aplicaciones.
Sin embargo, recientemente el grupo de Gunetti y cols ha conseguido validar un
procedimiento de re-congelacién de sangre del cordén umbilical en condiciones
de buena practica de fabricacién (GMP). Este hallazgo ofrece nuevas opciones
tanto para aplicaciones en trasplante como en medicina regenerativa, yaque per-
mite descongelar unidades que estdn actualmente almacenadas, fraccionarlas
para su utilizacién parcial y recongelarlas para ulteriores aplicaciones®,

Expansion de células del cordén umbilical

Tal como se refirié anteriomente, la utilizacién de la sangre del cordén umbilical
en el trasplante hematopoyético requiere disponer de un ntimero mfnimo de cé-
lulas madre que aseguren el implante. Esta cifra depende del peso del receptor, Jo
que supone una dificultad en pacientes adultos. Por ello, se han desarrollado nu-
merosas iniciativas encaminadas a tratar de incrementar el contenido en células
madre mediante manipulacién "in vitro", empleando diversas combinaciones de
citokinas y factores de crecimiento. Los experimentos iniciales mostraron la fac-
tibilidad de expandir progenitores comprometidos a linajes determinados, en
[proceso ya de maduracién y diferenciacién. Sin embargo, la expansion real de las
verdaderas células madre no ha resultado tan sencilla. Considerando que uno de
los principales problemas del trasplante hematopoyético con SCU es la lentitud
del prendimiento plaquetario, se han iniciado numerosos proyectos encaminados
a incrementar el componente de progenitores megacariociticos. El grupo cana-
diense de Edmonton, comprobé que los progenitores megacariociticos de la SCU
expandidos con trombopoyetina e interleukina-3 mantenfan su capacidad de ani-
damiento*'. Las estrategias fundamentales de expansion han ido encaminadas a
definir la combinacién id6nea de citokinas®, a desarrollar sistemas de cultivo tri-
dimensional en biorreactores®, y a modular la expresion de genes que regulan la
proliferacién cehular. Asi, Rizo y cols, en un modelo clinicamente relevante, han
demostrado que la expresién forzada del gen BMI1 en las células CD34+ de la
SCU facilita la autorrenovaci6n y el mantenimiento a largo plazo de las células
madre hematopoyéticas*. También se ha comprobado que el co-cultivo con po-
blaciones de células mesenquimales del estroma mejora las posibilidades de
expansi6n de la SCU*,
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Consideraciones finales

De todo lo anteriormente expuesto se deduce que la sangre del cordén umbilical
posee una exquisita variedad de subpoblaciones de células madre y progenitores
de distintas estirpes. Las células madre hematopoyéticas (HSC), las células madre
mesenquimales (MSC), las células progenitoras multilinaje (MLPC), los progeni-
tores endoteliales (EPC), las células madre muy pequenas semejantes a las
embrionarias (VSEL) v las células madre somadticas sin restriccién (USSC), cons-
tituyen una fuente de extraordinaria versatilidad que las convierte en candidatas
ideales para aplicaciones no ya futuras, sino actuales en el campo del trasplante,
la terapia celular y la medicina regenerativa.

Figura 1: Formacién de adipocitos en cultivo a partir de células madre mesenquimales. (J. Pérezde
Oteyza y Paloma Rameos)
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