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Introduccion

Histéricamente, el estudio de la nefrologia puede ser dividido en cinco etapas. La primera etapa es la
farmacoldgica, caracterizada por el uso de farmacos anti-hipertensivos y diuréticos. La segunda se baso en la
busqueda del reemplazo de la funcidn renal, en la cual se iniciaron los procedimientos de dialisis, lo que
representd el marco de la nueva era. Luego de esa etapa se iniciaron los trasplantes renales, que
contribuyeron para el aumento de la sobrevida de los pacientes. Actualmente, el estudio esta centrado en dos

nuevas perspectivas: trasplante de células madre (CM) y organogénesis renal. (Cuadro 1).

Eras historicas en Nefrologia

e Farmacoldgica (diuréticos y drogas anti-hipertensivas)
e Reemplazo de la funcion renal (dialisis)

e Trasplante Renal

* Trasplante de células madre

e Organogénesis (reemplazo del drgano)

Cuadro 1. Eras histdricas en Nefrologia.
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Las CM son conocidas por su gran capacidad de autorrenovacién, proliferacion y diferenciacién en
células maduras (Cuadro 2). Se clasifican en totipotentes cuando, en condiciones propicias (soporte materno),
se diferencian en las membranas y tejidos extraembrionarios, en el embridn y en todos los tejidos y érganos
fetales, o sea, originan un nuevo individuo. Las pluripotentes tienen la habilidad de originar las células de las
tres capas embrionarias (ectodermo, endodermo y mesodermo), o sea, cualquier célula del organismo, pero
son incapaces de generar un nuevo individuo. Las multipotentes originan cuatro o mas linajes celulares.
También, pueden ser tri, bi o unipotentes si originan tres, dos o apenas un tipo celular, respectivamente.
Clasicamente, las células toti o pluripotentes son de origen embrionario, mientras que las células multi o

unipotentes se encuentran en el feto, en el nifio y en el adulto.

Origen de las Células Madre

e CM Embrionaria: presentan dificultades
técnicas y cuestiones éticas.

e CM Adultas

* De tejidos de alta renovacidn: sistema
hematopoyético, intestino y piel.

e Presentan alta plasticidad, formando
diferentes tejidos.

* De tejidos de baja renovacion: rifidn,
pulmén, higado y musculo esquelético. En
general, originan células diferenciadas.

Cuadro 2. Origen de las Células Madre.

En el desarrollo bioldgico clasico, la pluripotencialidad, diferenciacion en diverso tipos celulares, y la
plasticidad, término que se refiere a la nueva habilidad descubierta de las CM derivadas de la médula dsea
(MO) de transponer barreras de linaje y adoptar archivos de expresion y fenotipos funcionales de células
Unicas de otros tejidos (Figura 1), son consideradas propiedades de las células madre embrionarias (CME). Ya
las células madre adultas (CMA) poseen su diferenciacién potencial, tradicionalmente restricta a la progenie
del tejido en el cual residen. En los vertebrados mas desarrollados, la mayoria de los tejidos adultos y érganos

contiene CMA con la capacidad de autorrenovacion, proliferacién y diferenciacion en una progenie funcional y

© Curso on-line “Injuria renal aguda”
2015



CURSO

uummsmmm
SEOETWANE (ATRDMAER LN
NEFRGADCM, F RRTIRI0

madura. Esas CMA son abundantes en tejidos con alta tasa de renovacion, como la sangre o el epitelio, y
menos abundantes en tejidos y érganos con pequefa capacidad de renovacién, como el musculo miocardio o

el sistema nervioso central.
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Figura 1. Mecanismos para la plasticidad de la célula adulta.
Adaptado de Herzog et al. Blood. 102:3493, 2003

La Figura 1 muestra la propuesta de mecanismos para la plasticidad de la célula adulta. Estos cuatro
modelos representan los mecanismos de diferenciacion de las células madre de la médula ésea en un fenotipo
alternativo no-hematopoyético (verde). (A) Las células pasan de un estado menos diferenciado a uno mas
diferenciado, este modelo muestra una célula pluripotente (roja) que puede diferenciarse en una célula del
linaje hematopoyético, pero que mantiene su habilidad de diferenciarse en otros tipos celulares diversos. (B)
Mediante una transdiferenciacién indirecta, un cambio en el patrén de expresidn génica de la célula madre
hematopoyética (CMH) en un tipo celular alternativo, a través de un ensayo de
diferenciacién/rediferenciacion, con la presencia de una célula intermediaria desconocida (blanca). (C)
Mediante una transdiferenciacién directa, donde una CMH puede sufrir un cambio directo en la expresion
génica para un tipo celular alternativo. (D) Mediante fusién, donde un macrdéfago (azul), derivado de la médula
dsea, se funde en una célula no hematopoyética (amarilla) y el ndcleo de la célula derivada de la médula ésea
adquiere un patrén de expresidn génica de un tipo celular no hematopoyético. Estos modelos también pueden

ser aplicados a las células madre mesenquimales (CMM) y células progenitoras endoteliales (CPE).

Se sabe que la MO adulta es el principal reservorio de CMH, CMM y CPE o de las requeridas para la ‘

regeneracion de un drgano especifico, como, por ejemplo, en la regeneraciéon del tejido vascular, del neuronal
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y del muscular. La lesidon en un érgano puede ser sensibilizada por las células madre de la MO, las cuales
migran para el sitio de la lesidon por medio de diferenciacidén, y promueven reparo estructural y funcional. Estas

capacidades de las células proponen una investigacion de su potencial en la insuficiencia renal aguda.

Células de la médula dsea

Las células madre hematopoyéticas (CMH) son conocidas por ser indiferenciadas y tener la capacidad

de autorrenovacién y diferenciacidn en células especializadas de la sangre.

Las células madre mesenquimales (CMM) se originan en el mesodermo y son definidas como células
progenitoras, multipotentes y autorrenovadoras, con la capacidad de diferenciarse en diversos linajes
mesenquimales. Las CMM de multiples especies de vertebrados adultos han demostrado su diferenciacion en
células de linajes especificos de huesos, cartilago, grasa, tenddn y tejido muscular. A la diferenciacién dentro
de derivadas naturales se adiciona que las CMM poseen el potencial de diferenciacién en otros tipos celulares
formadores de tejido como el hepatico, renal, cardiaco y neuronal. Desempefian un rol en procesos no

inmunogénicos e inmunosupresores y son Utiles en la inflamacion y en las enfermedades inmunomediadas.

Las células progenitoras endoteliales (CPE) habitan la MO y se pueden movilizar hacia la circulacién
sanguinea vy, asi, contribuir en el proceso de neoangiogénesis. Las CPE derivadas de la MO fueron encontradas
en la sangre periférica de animales adultos, presentando propiedades similares de angioblastos embrionarios.
Luego, esas células precursores poseen el potencial de diferenciarse en células endoteliales maduras (re-
endotelizacion). Estas células, en la circulacidn, son denominadas células progenitoras endoteliales circulantes
(CPEc) y fueron encontradas en la circulacion, después de una lesion vascular (neovascularizacion) o durante el

crecimiento de un tumor (Cuadro 3).
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Tres principales poblaciones

* CMH: células indiferenciadas con
autorrenovacion y diferenciacion en
células especializadas de la sangre.

* CMM: origen mesodermo con
potencial diferenciacion en tejidos
conectivos (huesos, grasa, cartilago y
musculo); papel en procesos no-
inmunogénicos e inmunosupresivos y,
util en la inflamacién y enfermedades
inmunomediadas y regeneracion.

* CPE: acciones de re-endotelizacién y
neovascularizacion

Cuadro 3. Células de la Medula Osea

Actualmente, las principales areas para la investigacién cientifica con células madre, en nefrologia,
estan relacionadas con reparacion de tejido, acciones paracrinas y endocrinas, y organogénesis. (Cuadro 4). En
los estudios en tejido renal, podemos citar la reparacion glomerular y lesién tubular, injerto en nefronas
lesionadas y uso de modelos animales en lesion renal aguda (LRA) y enfermedades crdnicas degenerativas,
como la enfermedad crénica renal (ECR) y la nefropatia diabética. En relacion con las acciones paracrinas y
endocrinas, investigaciones recientes apuntan al efecto a largo plazo de las CM en el tejido renal y la posible
contribucion de las CM residentes del propio rifién. La organogénesis renal se caracteriza por la reconstruccion
de un nuevo rindn a través de células madre embrionarias, sin embargo, los investigadores estan enfrentando

barreras éticas para el uso de esas células.
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Estudios enfocados en:

Injuria Renal Aguda

Enfermedad Renal Crdénica

Nefropatia Diabética

Reparacidn glomerular e injuria tubular
Injertos celulares en nefronas
Organogénesis renal de re-endotelizacion y
neovascularizacién.

Cuadro 4. Células Madre vy rifidn.

La LRA se caracteriza por una reduccion abrupta de la funcion renal, que se mantiene por periodos
variables y tiene como resultado la inhabilidad de los rifiones para ejercer sus funciones basicas de excrecién y
mantenimiento de la homeostasis hidroelectrolitica del organismo. A pesar del substancial avance en el
entendimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos de la LRA, asi como en el tratamiento de esa enfermedad,

los indices de mortalidad alin continlan excesivamente elevados, en el entorno del 50%.

Por ser una enfermedad renal destacada, las investigaciones iniciales con células madre se destinaron

a encontrar nuevos tratamientos para las lesiones presentes en ese sindrome.

Como las CMM presentan propiedades renotrépicas y potencial regenerativo tubular, su
reclutamiento en los sitios de lesién en el drgano renal promueve una participacion activa en la reconstitucion
del linaje epitelial diferenciada (Cuadro 5). Estas necesitan un estimulo local, como la isquemia, para seguir
hasta el érgano lesionado. Ese reclutamiento es realizado a través del receptor de quimiocina CXCR4, factor
ligando derivado del estroma, CD44, PDGF y acido hialurdnico. El beneficio funcional de las CMM se debe a su
habilidad de produccion de factores trdpicos (antiinflamatorios, antiapoptdticos, inmunosupresores) y de
crecimiento, los cuales pueden participar de la regeneracién tisular. Estudios demuestran que las CMM

provocan efectos estimulantes en CM residentes, las cuales, activadas, auxiliaran en la reparacién del tejido.
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LRA y CMM

¢ Necesidad de una “Atraccién” local.

* Mecanismo molecular de reclutamiento:
receptor de quimiocina CXCR4, factor ligando
derivado del estroma, CD44, PDGF y acido
hialurénico.

¢ Acciones: via mediadores y factores de
crecimiento; antiinflamatorios, antiapoptotico,
inmunosupresivo y efectos estimulantes en CM
residentes.

Cuadro 5. Lesién Renal Aguda (LRA) y Células Madre Mesenquimales (CMM).

Existen moduladores paracrinos y endocrinos que activan las CMM (Figura 2). Esos moduladores son
citocinas antiinflamatorias y factores de crecimiento. Entre las citocinas, tenemos: IL-10, HGF, TGF-R2,
indolamina 2,3-dioxigenase (IDO, deplecidn en el linfocito de triptéfano) y PGE2. Y los factores de crecimiento
relevantes son: factor estimulante de colonia en granulocitos, factor de célula madre, factor inhibidor de
leucemia, factor estimulante de colonia en macrdéfagos, IL-6, IL-11, HGF, VEGF, y IGF-1. Esos mecanismos de

inmunomodulacién estan demostrados en las Figuras 2y 3.
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Figura 3. Modelo paracrino de moduladores CMM.

Actualmente, el foco de los investigadores esta en el efecto paracrino y endocrino de las CMM en el
proceso de LRA. Togel et al. mostraron que la administracion de CMM protegid contra lesidon renal aguda ‘

isquémica, a través de mecanismos independientes de diferenciacién en células blanco.
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Semedo et al. observaron que, en ratones Wistar con LRA isquémica que recibieron células después de
6 h del procedimiento quirdrgico y fueron sacrificados 24 horas después, se produjeron 18 h de modulacién de
esas células en el tejido. El estudio se basd en los efectos inflamatorios provocados por la LRA, con analisis de
las respuestas de TH1-proinflamatdria (IL1-B, elevada en situaciones de LRA) y TH2-anti-inflamatoria (IL4,
reducida en situaciones de LRA). Al final del protocolo experimental, la respuesta a la TH1 presenté reduccién
en el grupo tratado con CMM vy elevacién de la TH2, frente al grupo control. Esos datos son sugestivos del
efecto paracrino de las CMM en el tejido renal, pues el tiempo de 18 h, posiblemente, no permite
transdiferenciacion o fusién de esas células en el sitio de la lesion. La renoproteccion obtenida mediante la
administracion de CMM se ha mostrado altamente significativa y es de gran promesa terapéutica para a LRA.
Los efectos benéficos de la CMM parecen estar mediados, primariamente, por acciones paracrinas complejas y

no por su diferenciacién en células blanco.

Resultados preliminares, en este Laboratorio, mostraron que las CMM minimizaron la necrosis tubular
aguda en ratones con LRA inducida por la gentamicina, asi como LRA inducida por el lipopolisacharide de la
Escherichia coli (LPS) y pueden ser una herramienta potencial para el tratamiento de esta enfermedad que

presenta una alta morbimortalidad.

Aunque se haya demostrado el efecto terapéutico de las CMM en la LRA, aun existen algunas
controversias en la literatura que atafien a su efecto protector. Magnasco et al. mostraron el efecto de las
CMM en podocitos in vitro e in vivo utilizando adriamicina (ADR) en ratones. Todos los ratones tratados con
ADR desarrollaron nefrosis, y las CMM no modificaron los pardmetros clinicos como proteinuria, creatinina
sérica y lipidos. Sin embargo, estas células protegieron al rifion de una severa glomeruloesclerosis, cuando se
administraron concomitantemente con ADR. Estas células también redujeron la apoptosis de podocitos
tratados con esta droga in vitro y, sin embargo, no modificaron la proteinuria y la progresion de la enfermedad

renal, cuya ausencia en este aspecto implica un potencial regenerativo parcial, en este modelo.

La LRA provoca diversa lesiones en las células endoteliales presentes en el tejido renal que conducen a
alteraciones en la oxigenacion y hemodinamica renal. Entre esas lesiones, tenemos: alteracion en el tono
vascular, efectos en el flujo sanguineo del capilar peritubular, pérdida de la barrera funcional con estenosis

vascular, inflamacién y actividad procoagulante debido a la congestion vascular, estimulacién de factores
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profibrogénicos (TGF-B) y predisposiciéon para Enfermedad Renal Crdnica en Estadio Terminal (ERET), con

fibrosis intersticial.

LRA y CPE

e Disfuncion e injuria vascular conduce a
alteraciones en la oxigenacién y hemodinamica
renal.

e Las CPE son movilizadas y mejoran la
regeneracion vascular en diferentes érganos
isquémicos.

* Laisquemia aguda renal recluta CPE que
pueden mejorar la LRA.

e Los efectos paracrinos (VEGF, HGF, ILGF-1)
estdn relacionados a mecanismos de reparacion.

Cuadro 6. LRA y CPE.

Recientemente, ha crecido el interés por las células progenitoras endoteliales, las CPE (Cuadro 6).

Tres areas de aplicacidn terapéutica de las CPE pueden ser enfocadas: la reparacion de la pared de
venas lesionadas, la neovascularizacidn o la regeneracion de tejidos isquémicos, y el revestimiento con injertos
vasculares. Sin embargo, una limitacidn a esas aplicaciones es el bajo nimero de estas células en la circulacion.

E. Miller-Kasprzak et al. demostraron que diversos factores alteran el nimero y la funcionalidad de las
CPE en el organismo humano: diabetes mellitus, habito de fumar, presencia de la proteina C reactiva, y
enfermedades vasculares que reducen la cantidad de CPE circulantes; también, la pérdida de su funcionalidad.
Por otro lado, la practica de ejercicios fisicos, la presencia de estrégeno, eritropoyetina, estatinas, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor derivado de estroma-1 (SFD-1) contribuyen para el aumento y
la funcionalidad de esas células en el organismo y, consecuentemente, en la reparacion de lesiones renales,

segun descrito en la Figura 4.
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Figura 4. Factores que alteran el numero y la funcionalidad de las Células
Progenitoras Endoteliales (CPE) en el organismo humano. Adaptado de
Miller-Kasprzak et al. Arch Immunol Ther Exp, 55:247, 2007.

Evidencias recientes indican que las CPE derivadas de la MO contribuyen en la vascularizacidn tisular,
luego de eventos isquémicos tales como la oclusién arterial de miembros inferiores, infarto del miocardio y
pinzamiento del pediculo renal. Estos efectos son originados por quimiocinas liberadas en estos procesos

patoldgicos, las cuales reclutan CPE y CPEc para los sitios, como se demuestra en el esquema de la Figura 5.

La isquemia renal, rapidamente (entre 3 y 6 horas), moviliza CPE que se dirigen, transitoriamente, al
bazo, lo cual actia como un reservorio temporal de las CPE, y, después, a la regién medulo-papilar renal. Una
rapida revascularizacion en los érganos lesionados, isquémicos y los érganos a ser regenerados es esencial
para la restauracién de la funcion de los mismos. De esta forma, los factores angiogénicos inician el proceso de
revascularizacidén y envuelven el reclutamiento de células endoteliales que auxilian en el desarrollo de nuevos

VvVasos.
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Figura 5. Células Progenitoras Endoteliales y LRA.

Adaptado de Patschman et al. Current Opinion in Pharmacology, 6:1, 2006.

La lesidn tisular se asocia con la ruptura del microambiente necesario para el reclutamiento de células
endoteliales pre-existentes, inmediatamente, la introduccién de progenitores vasculares exdgenas podria
facilitar la restauracion de la revascularizacion de los érganos. Esto sugiere que las CPE oriundas de la MO
pueden ser movilizadas para los sitios de isquemia y ayudar en la neoangiogénesis del epitelio pre-existente,
contribuyendo a una rdpida restauracién del érgano. Sin embargo, ademds de los efectos positivos en los
estudios clinicos, se debe resaltar la posibilidad de alteraciones no benéficas, como una descontrolada
neovascularizacién, por ejemplo, en tumores, que puede ser evitada mediante la aplicacién local de CPE

préxima al area lesionada o isquémica.

Se sabe también que la cantidad de VEGF, un factor angiogénico producido por las CPE, puede ser
comparado a la cantidad producida por células utilizadas en la terapia de angiogénesis celular. EI VEGF

producido por esas células promueve una aceleracién en la reparacion de las células endoteliales
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glomerulares, provocando una estabilizacién de la funcion renal, en los modelos de lesién glomerular. Otros

factores paracrinos, como HGF y ILGF-1, también acttdan en los mecanismos de reparacion de las lesiones.

En la literatura cientifica, tenemos la descripcion de tres potenciales vias de movilizacion de las CPE en
la LRA. Inicialmente, la lesién de la vasculatura renal provoca la liberacidon de factores, como SDF-1 y acido
urico, responsables por la movilizacidon enddgena de las CPE, las cuales seran reclutadas a la regién isquémica.
El segundo mecanismo de reclutamiento es la movilizacion de CPE a través de agentes exdgenos, como G-CSF,
AMD3100, eritropoyetina etc. Por fin, el aislamiento de CPE autdlogas y su expansion ex vivo también es

importante para tratar la lesion vascular renal (Figura 6).
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Figura 6. CPE y sus potenciales vias en la LRA.
Adaptada de Beccherucci et al. Blood Purif, 27:261, 2009.

La accion renoprotectora de las CPE se produce de dos maneras: diferenciacion en células de linaje
endotelial dirigida o liberacidn de factores paracrinos. La Figura 7 esquematiza los eventos que culminan con

un aumento de la densidad capilar peritubular y, consecuentemente, con reduccion en el dafio tubular.
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Figura 7. CPE y sus acciones renoprotectora: diferenciacion y/o funcion paracrina.
Adaptada de Becherucci et al. Blood Purif, 27:261,2009.

El acido urico (AU) es formado por la liberacion de purinas y acidos nucleicos de los tejidos isquémicos
y ejerceria funciones inmunomoduladoras. Segun Patschan et al., el pre-tratamiento con una simple dosis de
AU, en ratones, puede ofrecer renoproteccién contra lesion isquémica. Su presencia, quiza, sirva como sefial
para movilizar CPE en la isquemia aguda renal, y el tratamiento de dosis simple con AU, en ratones, asi como la
hiperuricemia aguda inducida por la inhibicién de la uricasa causé una fuerte movilizacién de las CPE. Por otro
lado, la hiperuricemia crdénica bloqued la movilizacion de estas células y los efectos renoprotectores estaban

ausentes.

Duffield et al. relataron en sus estudios que células derivadas de la MO no promovieron una
contribucion significativa en la restauracion de la integridad epitelial después de una lesion isquémica.
Sugieren que la proliferacién intrinseca de células tubulares representa un significativo reaprovechamiento
funcional del epitelio tubular después de la isquemia. Hecho semejante fue observado por Lin et al. (2005),

que, en sus resultados, demostraron que las células intrarrenales son la principal fuente de reparacidn renal y
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gue una Unica inyeccion de células de la MO no promueve una contribucidn significativa para la funcionalidad

renal o para su recuperacion estructural.

Ademas de la utilizacién de CMM y CPE en la reparacion de lesiones renales, actualmente, se han
usado células madre embrionarias (CME) en los experimentos en modelos animales. Lazzeri et al. observaron
que células CD24+CD133+ constituyen, inicialmente, la nefrona primordial, pero ellas desaparecen
progresivamente durante el desarrollo de la nefrona, hasta que ésta se vuelva selectivamente localizada en el
polo urinario de la capsula de Bowman. En su estudio usando ratones con LRA (rabdomiolisis inducida por
glicerol), demostraron que esas células regeneraron diferentes porciones de nefrona, redujeron el tejido
necrético y fibrotico vy, significativamente, mejoraron la funciéon renal. Asi, esas células son un subconjunto de
progenitores embrionarios multipotentes que persiste en rifones humanos, desde los primeros estadios de la

nefrogénesis.

Organogénesis renal y CME

e Construir un rifion funcional entero “de nuevo”.

¢ Uso de Células Madre embrionarias humanas.

e Trasplante de metanefrona embrionaria en modelos
animales.

e Trasplante en la cavidad abdominal (animales adultos):
nefrogénesis con produccién de orina.

Cuadro 7. Organogénesis renal y células madre embrionarias (CME).

Los estudios con CME posibilitaron el desarrollo de la organogénesis renal, que consiste en la
construccion de rifién funcional entero utilizando CME humanas (Cuadro 7). Resultados de Yokko et al.
sugieren que las metanefronas trasplantadas en el cértex o en el omento de un animal trabajan normalmente
y, asi, relataron el éxito en trasplante xenogénico. Las células derivadas de humanos tienen capacidad de

diferenciacion en rifidn, en los ratones inmunosuprimidos.
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A través de esos datos comprobamos que las perspectivas de utilizacién de las células madre en la
reparacion de lesiones renales han evolucionado considerablemente en los ultimos afios. Muchas pruebas adn
deberdn ser realizadas para verificar la real contribucién y efecto de esas células en el organismo, luego de su
contribucion en la reparacién de lesiones, mientras tanto, ain queda mucho por ser aclarado antes que se
pueda implementar su uso en seres humanos. Los préximos pasos a ser estudiados se encuentran en el Cuadro

8:

Abordaje de las células madre en la reparacion renal:
eleccion de las células correctas

* Cuatro fuentes:
1. Células madre de la medula 6sea;
2. Células madre renales adultas;
3. Células madre embrionarias, y
4. Células madre renales fetales.

e Capsula de Bowman de rinones adultos humanos
deberia ser ideal para LRA y CRD.

e Potencial de mostrar la diferenciacion en
multiples células renales.

Cuadro 8. Abordaje de las células madre en la reparacion renal: eleccién de las células correctas.
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