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Que es una célula troncal o madre ?
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“A cell that can continuously produce unaltered daughters and also
has the ability to produce daughter cells that have different, more
restricted properties” .

® Smith A, 2006, Nature. °



Desarrollo humano

David A Prensce
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Potencial de diferenciacion de las células madre

Conceptos bdsicos

- Totipotencia (totus = entero)

El oocito fertilizado es totipotente, porque posee el potencial de generar
todas las células y tejidos que forman un embriény que le permiten su
desarrollo en el dtero

- Pluripotencia (plures = varios, muchos)

Células madre que originan células derivadas de las tres capas germinales

embrionarias: ectodermo, mesodermo y endodermo

- Multipotencia -Unipotencia (unus = uno)

Células capaces de diferenciarse en un sélo linaje



1. Células madre embrionarias (embyonic stem cells ES)

- Se originan a partir de la masa celular interna del blastocisto en un estadio previo a
la implantacion en la pared uterina

- Pueden auto-replicarse

- Son pluripotentes (pueden originar células de las tres capas germinales)

Masa celular interna

Blastocele . .
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Trofoblasto




Propiedades definitorias de una célula madre
embrionaria

- Son clonogénicas: una sola célula madre embrionaria puede originar una colonia de
células genéticamente idénticas, o clones, que tienen las mismas propiedades que la
célula original

- Expresan factores de transcripcién maestros como son Oct-4, Nanog, sox2 que
activan o inhiben genes diana y mantienen las células madre embrionarias en un estado
de proliferacion, no de diferenciacion

- Pueden inducirse para continuar e

proliferando o diferenciarse LA

- No poseen el punto de restriccion G1 en el ciclo celular. Suelen estar en la fase S,
durante la cual sintetizan DNA.

- No presentan inactivacién del cromosoma X




¢Son las células madre embrionarias verdaderamente pluripotentes?

1. Inyectar células madre derivadas de la masa celular interna del blastocisto en
la cavidad de otro blastocisto y transferir la combinacién de embriones a una
hembra pseudo-preiiada

> Formacion de quimeras

2. Inyectar las células madre embrionarias en ratones adultos genéticamente

idénticos o inmunodeficientes

> Formacion de teratomas

3. Permitir a las células madre diferenciarse espontdneamente o dirigir su

diferenciacion a lo largo de vias especificas

- Formacion de cuerpos embrioideos



Pluripotencia de las células madre embrionarias de ratéon
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Therapeutic Potential of hES cells @
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1. Células madre embrionarias (embyonic stem cells ES)

- Se originan a partir de la masa celular interna del blastocisto en un estadio previo a
la implantacién en la pared uterina

- Pueden auto-replicarse

- Son pluripotentes (pueden originar células de las tres capas germinales)

2. Células madre adultas -somaticas

- Son células indiferenciadas (no especializadas) que se encuentran en un tejido
diferenciado (especializado)

- Pueden renovarse a si mismas y convertirse en células especializadas

- No hay evidencias de que sean pluripotentes, pero si multipotentes

- Fuentes en el organismo: médula 6sea, sangre periférica, cornea, retina, pulpa
dental, higado, piel, tracto gastrointestinal, pancreas




Concepto de

transdiferenciacion
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Reversion a la pluripotencialidad-
IPS

Induction of Pluripotent Stem Cells from Mouse Embryonic and Adult Fibroblast Cultures by
Defined Factors. Kazutoshi Takahashi and Shinya Yamanaka. CELL August 2006
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IPS: el futuro?

Induction of Pluripotent Stem Cells from Adult Human Fibroblasts by Defined Factors
Takahashi et al. Cell 2007

COMPARATIVE ANALYSIS
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MEDICINA REGENERATIVA (MR)

« La MR persigue restablecer funciones danadas del
organismo, basado en la compresiéon de procesos
biolégicos como la embriologiay funcion de
células madres (troncales)

 La MR busca recrear condiciones que permitan el
crecimiento de células/tejidos y asi
superar la inhabilidad organica de reparar daio
causado por enfermedades/traumalvejez.



Direct Delivery Cell-based Delivery




Objetivos del desarrollo de
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TERAPIA CELULAR (TC)

* Prevencion/tratamiento enfermedad por
uso cel’s selecionadas/expandidas/tratadas/
modificadas fuera del organismo (ex vivo)

* El objetivo es reemplazar/reparar/mejorar
la funcion de un tejido/6rgano danado



VENTAJAS DE TERAPIA CELULAR

Cel’s rapidamente disponibles

Cel’s pueden ser criopreservadas y descongeladas al
necesitarse (Bancos)

Por trasplantes guiados, es posible aumentar eficacia/

seguridad:
 Las cel’s pueden ser del paciente/donante

 Las cel’s vuelven al paciente por mecanismos
simples (sitio de la deseada accion)



TERAPIA CELULAR
Y CELULAS TRONCALES ADULTAS (CTA)

Estudios in vitro, preclinicos y clinicos han demostrado
que el uso de CTA (‘rescue cells’), permite:

e generar virtualmente todos los tejidos adultos
(commitment & differentiation)

e producir y mantener un numero suficiente de células
(self-renewal/homeostasis)

 especificar destinacion a tejido dainado
(homing/microenvironment)



REQUESITOS PARA SER CONSIDERADA
UNA CELULA DE RESCATE...
TRASPLANTABILIDAD Y SOBREVIDA
*MIGRACION TRASENDOTELIAL
*DIFERENCIACION A LINAJE DESEADO

*NO PRODUCIR RESPUESTA INMUNE (alogéneico)






Primeras Aplicaciones clinicas de células
troncales

Donor bone marrow cells repopulate
recipient bone marrow
adam.com




PROTOTIPOS DE CELULAS DE RESCATE

HEMATOPOYETICA o

hematopoiesis

MESENQUIMATICA

cartilago, hueso, misculo
cardiaco

EPITELIAL

ENDOTELIAL >

epitelios, cornea

angiogenesis/vasculogenesis




Dexamethasone,

Mmk:howu

Ostecblasts Adipocytes Chondrocytes Other coll types

« MSC must be plastic-adherent if maintained in standard culture conditions

« MSC must express CD105, CD73 and CD90; lack expression of hematopoietic markers
such as CD45, CD34, CD14 or CD11b.

« MSC must be capable of differentiation to osteoblasts, adipocytes and chondroblasts
under differentiating conditions

Minimal critena for defining multipotent mesenchymal stromal celis.
The Interational Society for Cellular Therapy position statement (Dominici et al., 2006)



Replacement of damaged circuitry
and restoration of neural function
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Pubmed: hitp://www.ncbi.nlm . nih.gov/ e 200)

« Mesenchymal stem cells: 10774 (1556 reviews)
« Mesenchymal stem cells + Differentiation. 6177 (848 reviews)

« Mesenchymal stem cells + Secretion: 421 (42 reviews)

« Mesenchymal stem celis + Inflammation 301 (73 reviews)

« Mesenchymal stem cells + Immune system 919 (152 reviews)

« Mesenchymal stem celis + Autoimmune 148 (63 reviews)

» Mesenchymal stem cells + Disease 1593 (422 reviews)



Ninguna célula es una isla...
las células requieren de
comunicacion-envian y reciben

senales
~ D <
g R §C
™ -



EL concepto de nicho o
microambiente

Koch et al., 2006



Importancia del nicho....

S Jamuary 2012 Lant updeted at 1900 GMT BRI ES

- @ First ‘'mixed embryo’ monkeys born

By Paul Rincon
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TRANSDUCCION DE SENALES

*RECONOCIMIENTO DE LA SENAL: Receptor

*TRANSDUCCION: Cambio del mensaje
extracelular a uno intracelular

*EFECTO: cambio en la conducta celular y por
ende en la poblacion




 El eje principal de investigacion del
laboratorio se centra en el papel que
desempeian la via de senalizacion
SHH/GIi en el desarrollo normal del
organismo y comprender como una
desregulacion de estas proteinas
conlleva a alteraciones en el
desarrollo y enfermedades

* Nos interesa estudiar el rol de SHH/GIi en diferentes aspectos
relativos al desarrollo animal, pero por sobre todo en el control
de la proliferacion y diferenciacion celular de las células madre

(o troncales)



« Las metodologias que utilizamos incluyen tanto
técnicas de biologia celular como molecular. Los

sistemas que estudiamos incluyen embriones de
pez cebra, pollo y de raton y cultivos de células
primarias y células madre de ratones y humanos,
asi como algunas lineas celulares modelo.




Ceélulas troncales del sistema nervioso -
Neural Stem Cells (NSC)




Mechanical dissociation of neural tube

& i (cortex, spinal cord ....)
= Seeding at clonal density with
bFGF '/EGF
— ‘
Neurosphere
Dissociation growth in
and reseeding suspension
0.1-5% of cells
generate new spheres = Differentiation by plaring
4 ' on adhesive substrate
‘,_\“’."ﬂ Nexons
Astrocyes
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° Conti&Caetano, 2010 PY






+* Que mecanismos controlan la auto-renovacion
de las NSC?

+ Pueden disociarse los procesos de proliferacion
y multipotencialidad?

¢+ Pueden disociarse los procesos de proliferacion
y diferenciacion? C i

« Cual es el papel del nicho ?



Nuestra investigacion sobre la formaciéon de los
embriones nos ha permitido estudiar dos tipos de
enfermedades y la implicancia de la via de
senalizacion de Shh/Gli:

 |as enfermedades debidas a la pérdida de
células, como son las enfermedades
degenerativas (enfermedad de Parkinson,
enfermedad periodontal), injurias/isquemias, y

* |as enfermedades debidas al aumento no
homeostatico del numero de células, como el
cancer.




Ingenieria Tisular

Koch et al., 2006 y



Las bases de la regeneracion-
remodelacion tisular

CELULAS
TRONCALES

. * Neurales
¢ - MSC

MOLECULAS
BIOACTIVAS



Pérdida de Tejidos

g

Terapias regenerativas

Ingenieria Tisular
Células:progenitoras / diferenciadas
Biomoléculas: recapitulacion del desarrollo, Sonic Hedgehog (Shh)
Matrices tridimensionales: soporte

|

Sustitutos
Tisulares

Salud Oral

Sonic Hedgehog@@nulates Prolif'erafio‘n o] § Humap}Ligament Periodontal Stem Cells
Martinez C. et al., 2011

Colaboracion con los Drs. Juan Pablo Rodriguez
(INTA)y Patricio Smith (PUC)
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GENOSTEM BETACELLTHERAFY

Adult mesenchymal stem cells engineering for connective tissue disorders:

from the bench to the bedside
“ EUROPEAN
COMMISSION

Community research

EUROSTEMCELL

European Consortium for Stem Cell Research

SKINTHERAPY

Gene therapy for edidermolysis bullosa: a model system for treatment of
inherited skin diseases

SC&CR

Application and process optimisation of human stem cells for myocardium
repair

RESCUE

From stem cell technology to functional restoration after spinal cord injury

STEMSTROKE

Towards a stem cell therapy for stroke

STROKEMAP

Multipotent adult progenitor cells to treat stroke

NEUROSCREEN

The discovery of future neuro-therapeutic molecules

OSTEOCORD ULCER THERAPY

Gene transfer in skin equivalents and stem cells: novel strategies for chronic

Bone from blood: Optimised isolation, characterisation and osteogenic ulcer repair and tissue regeneration

induction of mesenchymal stem cells from umbilical cord blood
[ ) [ )



Uso de MSC humanas para transplantes
terapeéuticos

1. Enfermedades del sistema nervioso central y
periférico

- Enfermedad de Parkinson
- Traumatismos de la columna vertebral

- Degeneracion de las células de Purkinje

2. Enfermedades neuro-musculares

- Distrofia muscular de Duchenne

3. Enfermedades metabodlicas

- Diabetes

4. Enfermedades cardiacas

- Fallo cardiaco

5. Enfermedades 6seas

- Osteogénesis imperfecta




Ley sobre investigacion cientifica
en el ser humano, su genoma, y

prohibicion de la clonacion humana.

Congreso despachoé proyecto que prohibe

clonacion humana y regula la investigacion
cientifica en Chile, 17/10/2005

*...Dispone que el cultivo de tejidos y 6rganos sblo procede con fines
de diagndsticos terapéuticos o de investigacion cientifica. En ningun
caso podra destruirse embriones humanos para obtener las células
troncales que den origen a dichos tejidos y 6rganos, mientras que la
terapia génica en ceélulas somaticas estara autorizada solo con fines
de tratamiento de enfermedades o a impedir su aparicion."



Lab. de Células troncales & Biol. del Des. UNIVERSIDAD DE CHILE

Dra. Verénica Palma . .
vpalma@uchile.cl Facultad de Ciencias

"It’s nothing a few stem cells and another
75 years of research can’t fix."

onsultas?



