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. INTRODUCCION

I.1. CELULAS MADRE
I.1.1. Caracteristicas generales

Las células madre (SC- Stem Cells) son un tipo especial de células indiferenciadas,
con la espacial capacidad de dividirse indefinidamente y diferenciarse a su vez, en
distintos tipos de células especializadas, tanto desde el punto de vista morfolégico
como funcional. Tienen el potencial para convertirse en distintos tipos celulares en el
organismo. Por una parte, permiten el desarrollo de un individuo a partir de un ovulo
fecundado durante el periodo embrionario y, por otra, durante la adultez, su principal
funcidn es sustituir las células que requieren ser renovadas y reparar tejidos
lesionados. Cuando una SC se divide, cada nueva célula tiene la capacidad de dar
lugar a otra célula madre o diferenciarse hasta convertirse en otro tipo celular con una
funcion especializada. Su investigacién ha proporcionado un conocimiento avanzado
sobre el desarrollo de un organismo partiendo desde una unica célula. Otro de los
conocimientos que ha aportado ha sido la posibilidad de reemplazar células
saludables por otras danadas en el organismo de individuos adultos (Weissman
2000).

Debido a estas caracteristicas su estudio ocupa un campo muy importante dentro de
la investigacion. La posible aplicacion clinica en la restitucion de tejidos, el remplazo
de células y en definitiva, el tratamiento y posible curacién de enfermedades; es el

objetivo principal y un estimulo importante para continuar con los mismos.

1.1.2. Recuerdo historico

Aunque el concepto de células madre fue introducido hace mas de un siglo por
Alejandro Maximow (1909), las investigaciones modernas sobre células madre tienen

su comienzo en 1963, cuando James Hill, Ernest McCullough y Lou Siminovitch



establecieron ensayos para descubrir las células madre hematopoyéticas (HSCs). El
grupo las encontré en la médula 6sea de ratones. Sus experimentos demostraron que
las células de la médula ésea podrian reconstituir hematopoyesis y por lo tanto sanar
animales letalmente irradiados. Usando una serie de trasplantes, establecieron la
habilidad de autorregeneraciéon de las células originales de la médula 6sea. Cuando
células de colonias esplénicas de médula ésea fueron trasplantadas en otros
animales que habian recibido una dosis letal de radiacion, se observo el desarrollo de
colonias de globulos blancos y rojos.

En las bases de estos experimentos, el grupo definié las HSCs como células que
tenian “habilidades de libre regeneracion asi como diferenciaciéon multilineal”. Este
descubrimiento marcé el principio de la investigacion sobre células madre de la
actualidad (Siminovitch 1963).

También en esta década destacaron los trabajos de Joseph Altman y Gopal Das, los
cuales presentaron evidencias de neurogénesis en adultos, demostrando asi la
actividad de células madre en el cerebro (y refutando la teoria sobre la no
regeneracion neuronal) (Altman 1965-1966).

En 1981, Evans y Kaufman diferenciaron células madre embrionarias de ratén a partir
de la masa celular interna de blastocistos. Establecieron, a su vez, las condiciones de
cultivo para el crecimiento pluripotente de células madre embrionarias de ratén ‘in
vitro’.

Las lineas celulares derivadas de células madre embrionarias que presentaron
cariotipo diploide y normal, generaron derivados de todas y cada una de las tres
primeras capas germinales como células germinales primordiales (Evans 1981). Entre
1984 y 1988, Andrews desarrollaré células pluripotentes, idénticas genéticamente
(clones), llamadas ‘células de carcinoma embrionario’, a partir de Tera-2, una linea
celular de teratocarcinoma humano testicular.

Las células clonadas a partir de teratoma humano exponian una diferencia en cuanto
a acido retinoico en células ‘tipo neuronas’ y otros tipos celulares (Andrews et al 1984-
1988). En 1992, las primeras células madre neurales fueron cultivadas “in vitro”.
Entre los afios 95 y 96, células madre embrionarias (CME) de primates no humanos
se diferenciaron y mantuvieron “in vitro™, primero a partir de la masa celular interna
de mono Rhesus y después a partir de marmotas. Las CME de primates eran
diploides y tenian cariotipos normales. Eran pluripotentes y se diferenciaban en tipos

celulares derivados de las tres primeras capas germinales.



Las CME de primates se asemejaban a las CME de humanos lo que indicaba que
podria ser posible el mantenimiento de CME humanas “in vitro™.

En 1998, Thompson expandié CME humanas a partir de la masa celular interna de
blastocistos humanos normales donados por una pareja bajo tratamiento de fertilidad
(Thompson et al. 1998).

A partir de ese momento, grupos de investigacién de todo el mundo han estudiado las
caracteristicas moleculares de estas células y han desarrollado sistemas mas
eficaces para cultivarlas “in vitro”. Ademas, se han hecho avances muy importantes a
la hora de dirigir estas células hacia un tipo celular concreto. Esto ha originado
también, que las células madre hayan adquirido un gran potencial terapéutico por sus

aplicaciones en la regeneracion de tejidos danados.

1.1.3. Clasificacion
Las SC pueden clasificarse segun su potencial de diferenciacion en:

Totipotenciales: son aquellas células capaces de producir tejido embrionario y

extraembrionario. Tienen el potencial necesario para convertirse en cualquier célula
humana de manera indefinida. Por lo que poseen la capacidad de dar origen a todo
un individuo. Pueden generar dos tipos de células: células hijas capaces de
diferenciarse en una linea particular (células pluripotenciales) y nuevas células con
pleno potencial de diferenciacion (nuevas células totipotenciales). A esta ultima y muy
importante caracteristica se denomina capacidad de autorrenovarse. Se trata de una
division asimétrica, por una parte se genera una célula distinta con capacidad para
diferenciarse en una linea determinada y, al mismo tiempo, se generan células con
capacidad para seguir siendo madres. Su ADN no contiene plegamientos por lo que

es perfectamente legible, es decir se pueden leer todos los genes.

Pluripotenciales: son células con habilidad para diferenciarse en tejidos procedentes

de cualquiera de las tres capas embrionarias. A medida que el embrién sigue su
desarrollo y se van produciendo mas divisiones celulares, las células embrionarias se
van diferenciando hacia funciones y estirpes celulares determinados. Esta
diferenciacion se consigue a través de plegamientos del ADN celular que dejan, de
esa forma, ilegibles los genes que no va a expresar esa célula. Por lo tanto son

incapaces de desarrollar un embrion completo.



Las células pluripotenciales en su desarrollo poseen dos cualidades basicas: la
pluripotencialidad y la diferenciacion, que se contraponen: cuanta mas
pluripotencialidad posee una célula, menos grado de diferenciacion tiene, y a la
inversa. La pluripotencialidad, propia de la célula inmadura o indiferenciada, es la
capacidad de una célula para convertirse en todas las posibles estirpes celulares. La
diferenciacion sin embargo es la cualidad por la cual la célula adquiere ya una
especializacion dentro de un tipo celular concreto que le hace no poder convertirse en

otro tipo celular distinto.

Multipotenciales: son células con la capacidad de diferenciarse en distintos tejidos de

la misma capa embrionaria (endodermo, mesodermo, ectodermo).

Unipotenciales: solo dan lugar a una linea celular.

Segun su origen las SC se pueden clasificar en:

a) Células madre embrionarias: incluyen las células totipotenciales y pluripotenciales.
El cigoto formado tras la fecundacion de un 6vulo por un espermatozoide es una

célula capaz de generar un nuevo individuo completo. Se trata, pues, de una célula
totipotencial. Entre los dias primero al cuarto del desarrollo embrionario, la célula
original va dividiéndose en varias células mas.

A partir del cuarto dia del desarrollo embrionario humano se forma el blastocisto. El
blastocisto esta formado por dos tipos de células y una gran cavidad interior:

Capa externa: forma la placenta y las envolturas embrionarias. Es el trofoblasto.

Masa celular interna: formara todos los tejidos del cuerpo humano. Se denomina
embrioblasto. Las células de un blastocisto tienen capacidad de originar cualquier tipo
de tejido pero no son capaces de generar un individuo completo, es decir, ya no son

totipotenciales sino pluripotenciales.

b) Células madre germinales: tienen capacidades parecidas a las embrionales y
pueden encontrarse en la llamada cresta gonadal de los fetos humanos de 5 a 10
semanas. De ellas se derivaran las células gaméticas durante la vida fértil del

individuo.



c) Células madre adultas: abarcan las multipotenciales y unipotenciales. Se originan

por la division de las células madre embrionarias. Se encuentran repartidas por gran
cantidad de tejidos del organismo como cerebro, médula 6sea, musculo, piel,
intestino, higado, pancreas, tejido adiposo, retina, etc. Su principal funcion es la de
sustituir a células en continuo recambio como ocurre con las células de la piel, tracto
gastro-intestinal o la sangre. También actuan cuando hay tejidos dafiados, aun

migrando a sitios lejanos desde su origen (Weissman et al. 2001).

Se han descrito diferentes tipos de células madre adultas: hematopoyéticas (HSC),
mesenquimaticas (MSC), las llamadas side population cells (SP), las células
progenitoras adultas multipotenciales o MAPC vy las célula madre inducidas (IPS-

Induced pluripotent stem).

Las HSC se han identificado tanto in vitro como in vivo y se utilizan clinicamente

desde hace anos.

Las SP se han aislado tanto de la medula 6sea como del musculo. Han sido

estudiadas recientemente en el dafio miocardico (Asukura et al. 2002).

Las MAPC se han obtenido de la médula 6ésea humana y de raton y poseen

capacidad pluripotencial (Jiang et al. 2002).

Las IPS son células diferenciadas que pueden ser reprogramadas a un estado
embrionario por transferencia de contenidos nucleares o por fusion con células madre
embrionarias. Una vez terminado el proceso presentan la morfologia, las propiedades
de crecimiento y los marcadores tipicos de una célula madre embrionaria
multipotente. En 2006 Takahashi obtuvo desde fibroblastos células madre
multipotentes (Takahashi et al. 2006).

1.1.3.1 Plasticidad de las células madre adulta.

El término plasticidad hace referencia a la capacidad de algunas células adultas para

generar progenitores apropiados cuando se las coloca en un nuevo tejido. Es decir, la

célula madre adulta puede transdiferenciarse, cambiar su destino, alojarse por via



sanguinea en tejidos lejanos al que reside habitualmente y ser capaz de regenerar
esos tejidos. El microambiente, la matriz extracelular, los factores de crecimiento y la

diferenciacion desempenan un papel clave en la funcion de la célula madre. Se ha
demostrado que el nicho o microambiente controla muchas facetas de estas células,

como su division, orientacion y el tipo de division (simétrica o asimétrica).

Los criterios para establecer la plasticidad de una célula serian:

1. Demostrar que un gen, previamente silente y especifico del nuevo tipo celular, se
expresa en la célula de interés.

2. Demostrar que la célula esta bien integrada en la estructura del nuevo tejido y es
morfolégicamente indistinguible de las células vecinas derivadas del huésped.

3. Realizar un ensayo funcional; es decir, demostrar la produccién de una enzima
deficiente u otra molécula especifica de un 6rgano, en un animal genéticamente
deficiente (Garrido 2003).

Se han descrito varios ejemplos de plasticidad en la literatura médica. Uno de los
trabajos mas importantes fue realizado por Clarke et al, quienes demostraron que una
célula adulta implantada en la cavidad amniética de un embridon puede diferenciarse

hacia las tres capas germinales (Clarke et al. 2000).

.2. CELULAS MADRE MESENQUIMALES
1.2.1. Recuerdo historico

La presencia de células madre no hematopoyéticas en la médula dsea fue
descubierta por primera vez por el patélogo aleman (Cohnheim 1867). Ahos mas
tardes Friedenstein puso en evidencia que otras células mesenquimales, como los
fibroblastos, podian ser encontrados en la médula 6sea. Las describia como células
adherentes homogéneas con forma de huso que, posterior a estar inactivas durante
dos a cuatro dias, comenzaban a multiplicarse rapidamente. Dichas células podian, a
su vez, diferenciarse en colonias que aparentaban depdsitos de hueso y cartilago

(Friedenstein 1976). Grupos de investigadores posteriores de los afios 80 utilizaron



el mismo método de Friedenstein y lograron obtener colonias de osteoblastos,
condrocitos, adipocitos y mioblastos (Ashton et al. 1980, Castro-Malaspina et al. 1980,
Bab et al. 1986).

I.2.2 Caracteristicas generales

Las células madre mesenquimales (MSC-mesenchymal stem cells) son aquellas
células que originalmente se consideraba que poseian la habilidad de diferenciarse
en tejidos derivados del mesodermo: musculo esquelético, hueso, tendones, cartilago
y tejido adiposo. Pero se ha comprobado que este potencial no es exclusivo, ya que,
estudios recientes han demostrado también la capacidad de diferenciacién a células o
tejidos no mesodérmicos; como por ejemplo: neuronas, microglia, oligodendroglia,
astroglia, células endocrinas pancreaticas, hepatocitos, células endoteliales y
cardiomiocitos. A esta asombrosa capacidad se ha denominado transdiferenciacion
(cross-differentiation o cross-germ plasticity) y podria deberse a un fenbmeno de
fusiodn celular, por el cual el contacto célula- célula, determinaria la adquisicion de un
nuevo fenotipo celular (Pittinger et al. 1999, Woodbury et al. 2000).

Se ha hipotetizado, a su vez, que este hecho pueda ser explicado por la migracion,
durante el desarrollo embrionario, de células desde el ectodermo (Tholpady et al.
2003).

1.2.3. Definicion

La sociedad internacional de terapia celular a través de su comité de células madre

mesenquimales han propuesto los siguientes criterios para definir MSC humana:

1.- La MSC debe mantenerse adherida al plastico bajo condiciones de cultivo
estandar.

2.- La MSC tiene que tener la habilidad de diferenciacion en osteogénesis,
adipogénesis y condrogénesis.

3.- La MSC tiene que expresar CD73, CD90 y CD105.

4.- La MSC no debe expresar CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79a ni HLA-DR
(Dominici et al. 2006).



[.2.4. Origen

Las MSC humanas pueden ser obtenidas de diferentes tejidos: médula 6sea, tejido
adiposo, periostio, liquido amnidtico y tejidos fetales (sobre todo durante el primer y
segundo trimestre de embarazo en sangre, higado, bazo y médula 6sea) (Nakahara
et al. 1991, Campagnoli et al. 2001, In’t Anker et al. 2003). Aunque también ha sido
sugerido que pueden encontrarse virtualmente en todos los drganos y tejidos

postnatales.

Estas células también pueden obtenerse de diferentes especies como el raton, la rata,

el gato, el perro, el conejo, cerdos y babuinos.

En un reciente trabajo realizado en ratas macho Sprague-Dawley de 12 semanas de
edad, se analizaron las MSC provenientes de tejido sinovial, periostio, médula ésea,
musculo esquelético y tejido adiposo; encontrando mayor numero de células, mayor
multiplicacion y capacidad de diferenciaciéon en las MSC provenientes de tejido

sinovial (Yoshimura et al. 2007).

1.2.5. Caracteristicas fenotipicas

Fenotipicamente las MSC en humanos expresan un numero de marcadores que,
mediante citometria de flujo, permiten la posibilidad de poder identificarlas y aislarlas.
Entre ellos se encuentran CD29, CD44, CD71, CD73, CD90, CD105, y moléculas de
adhesion como CD106 (molécula de adhesion celular vascular VCAM-1), CD166
(molécula de adhesién celular leucocito activado ALCAM), molécula de adhesion
intercelular (ICAM -1). No expresan antigenos de superficie tipicos de la HSC como
son CD34, CD45 o CD14. (Chamberlain et al. 2007).

A su vez existen una variedad de marcadores diferentes de acuerdo al tejido que
origina las MSC. Por ejemplo aquellas que provienen del tejido adiposo expresan
CD49d, mientras que las que provienen del resto de los tejidos no poseen dicho
marcador (Zuk et al. 2002).

También expresan antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase
1 pero con ausencia en la expresion del antigeno leucocitario humano (HLA) clase 2

de superficie (Le Blanc et al. 2005). Desde el punto de vista inmunolégico estas
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caracteristicas otorgan la posibilidad de poder realizar trasplantes alogénicos de MSC
sin utilizacion de inmunosupresion. EI MHC clase 1 puede activar los linfocitos T pero
en ausencia de moléculas co-estimuladoras una segunda sefial no es generada y las
células T permanecen anérgicas. Las MSC poseen una propiedad inmunosupresora,
ya que por ejemplo, inhiben la maduracion, proliferacion y diferenciacion in vitro de los

linfocitos B (Aggarwal et al. 2005).

1.2.6. Aplicacion en la investigacion clinica

Las MSC poseen la capacidad de adherirse a diferentes tejidos, particularmente
tejidos dafados. Grupos de investigacion las han estudiado en el infarto agudo de
miocardio. Las MSC fueron trasplantadas directamente en el lugar de la lesion y una
semana después se objetivo la diferenciacion de las mismas en cardiomiocitos,
células endoteliales y pericitos (Gojo et al. 2003). EI mismo fenédmeno ha sido
objetivado al administrarse por via endovenosa en ratas con isquemia cerebral
(Mahmood et al. 2003, Chen et al. 2001). Probablemente los tejidos dafiados
expresen una serie de receptores o ligandos que atraen a las MSC y facilitan su

adhesion.

Dentro del sistema nervioso central (SNC), el trasplante de MSC en la medula espinal
de ratas parapléjicas, origind la formacién de puentes celulares que actuaban como
guias para la regeneracion de la misma promoviendo de esta forma su recuperacion.
Probablemente la funcion de las MSC en el SNC sea la de producir factores de

crecimiento y fisicos para estimular su regeneracion (Hofstetter et al. 2002).

También ha sido demostrado que cuando las MSC son trasplantadas en tejidos
fetales y neonatales animales, su capacidad de diferenciacion en diferentes tejidos es
mayor que en comparacion al trasplante en adultos. El estudio de Liechty y
colaboradores, en el que trasplantaron MSC en una oveja en gestacion, demostré a
los 13 meses la diferenciacion de dichas células en condrocitos, adipocitos, miocitos,
cardiomiocitos, tejido timico y médula ésea. También se encontraron células en
higado, bazo, tejido adiposo, pulmdn, cartilago articular y areas perivasculares del

tejido nervioso central (Liechty et al 2000).
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Otro grupo de investigacion inyectd MSC en los ventriculos laterales de unos ratones
de 3 dias de vida, examinandolos 12 dias después. Encontraron que las MSC
migraban a través del cerebro y cerebelo de la misma forma que lo hacen las células
progenitoras. Algunas de ellas se diferenciaron en astrocitos y otras en neuronas
(Kopen et al. 1999).

Cuando las MSC son administradas por via endovenosa sufren un atrapamiento a
nivel pulmonar (efecto que puede ser mejorado por la administracién de nitroprusiato
de sodio) (Gao et al. 2001).

En la actualidad se plantean problemas éticos y legales al realizar investigacién con
embriones y abortos de fetos, lo que ha generado una busqueda de nuevas fuentes

para la obtenciéon de MSC.

[.3. CELULAS MADRE MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO
1.3.1. Caracteristicas generales

Las MSC provenientes del tejido adiposo (ASC o ATMSC- adipose tissue-derived
stromal cells), fueron aisladas por primera vez en 2002 (Zuk et al. 2002).

Desde entonces se han convertido en una poblacion dentro de las MSC muy utilizada
tanto para investigacion como para posibles aplicaciones clinicas.

Representan un tejido atractivo para investigadores debido a numerosos factores. El
procedimiento quirdrgico para su obtencion es sencillo, el acceso subcutaneo es
simple y puede ser repetido varias veces, el aislamiento enzimatico de ASC resulta
poco complicada. Por lo que desde el punto de vista clinico representaria una opcion
minimamente invasiva para el paciente (utilizando sélamente anestesia local) y una

fuente para obtener grandes cantidades si es necesario.

Factores como la edad del donante, tipo de tejido adiposo (ya sea blanco o grasa
parda), localizacion (subcutdaneo o Vvisceral), tipo de intervencidén quirdrgica
(liposuccion, lipectomia) y las condiciones del cultivo, pueden influir en la capacidad
de diferenciacion de las ASC (Shi et al. 2005). En el afio 1983 se publico un trabajo
que analizaba las diferencias de estas caracteristicas en ratas macho Sprague-

Dawley. Sus resultados objetivaron que de la grasa visceral (en este caso perirrenal)
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se obtenia mayor cantidad de adipocitos y que la multiplicacion de los mismos era
mas elevada. También se observdo que a mayor edad de los animales este indice
disminuia (Djian et al. 1983). Un estudio mas reciente en conejos también objetivd
que la grasa perivisceral era mas eficaz (Peptan et al. 2006). En humanos, un estudio
de 2011, comprobd que la grasa proveniente del abdomen bajo conseguia mayor
indice de multiplicacion, aunque no objetivaron diferencias entre los métodos

quirurgicos (Aguena et al. 2012).

I.3.2. Caracteristicas fenotipicas

Al ser analizadas por citometria de flujo, se obtuvieron los siguientes marcadores de
expresion de las ASC: CD13, CD 14, CD 16, CD 31, CD34, CD44, CD45, CD49d,
CD56, CD62E, CD71, CD90, CD104, CD105, CD106, SH3, STRO-1 y —ve (Zuk et al.
2002).

1.3.3. Proceso de diferenciacion

La diferenciacién de una ASC hacia un linaje celular es un proceso complejo en
continua investigaciéon y descubrimiento. Consta de partes que comprenden la
proliferacion, asignacién y diferenciacion. En ella intervienen factores de transcripcion
propios de la célula, una extensa variedad de quinasas celulares, factores de
crecimiento y diferentes receptores. Muchos de ellos han sido identificados, pero aun
queda por conocer el mecanismo por el cual la célula “decide” asignarse a un linaje
particular (Schaffler et al. 2007) (Tabla 1)

Tabla 1. Factores usados experimentalmente en la diferenciacion de ASC (de Schéfer et al, 2007)

Tipo de diferenciacién Factores de diferenciacion

Adipogénesis Insulina, dexametasona, indometacina, rosiglitazona
Condrogénesis BMP-6, BMP-7, FGF-2, TGF-B, TGF-B2, dexametasona
Osteogénesis Vit. D, Ac. ascérbico, dexametasona, ac. valproico, BMP-2
Miogénesis IGF-1, FGF, EGF, HGF

Cardiomiogénesis IL-3, IL-6, SCF

Neurogénesis Ac. valproico, insulina, hidrocortisona, EGF, FGF
Pancreatico/ endocrino Pentagastrina, nicotinamida, glucosa, HGF

Hepatico HGF, OSM, DMSO

Abreviaturas: BMP: proteina morfogenética de hueso, FGF: factor de crecimiento fibroblastico, TGF:
factor de crecimiento transformador, IL: interleuquina, SCF: factor de célula madre, EGF: factor de
crecimiento epidermoide, HGF: factor de crecimiento del hepatocito, Ac: acido, Vit: vitamina, OSM:
oncostatina M, DMSO: sulféxido dimetilo, IGF: factor de crecimiento similar a la insulina.
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Diferenciacion in vitro.

Osteoblastos: las ASC se incuban con acido ascérbico, B-glicerofosfato y
dexametasona por dos a tres semanas. Al cabo de este periodo, se pueden observar
en los cultivos, nédulos o agregados celulares expresando fosfatasa alcalina y en
algunos casos también, acumulacion de calcio. A su vez se tifien de manera positiva

con Rojo Alizarina y técnica von Kossa.

Adipogénesis: las ASC son incubadas con dexametasona, insulina, isobutil-metil-

xantina e indometacina, proliferando hacia preadipocitos. En ellos se puede observar
la acumulacién de vacuolas lipidicas, tefiidas con Aceite Rojo O, como asi también la
expresion de lipasa lipoproteica, receptor Y2 de activacion de la proliferacién de

peroxisomas y proteina de aP2.

Condrogénesis: las ASC se cultivan en la presencia de factor transformador de
crecimiento-B. Su analisis histolégico muestra tincion con Azul de Toluidina, indicando
la abundancia de glicosaminoglicanos en la matriz extracelular. Las células también

producen colageno tipo Il, que es una sustancia tipica del cartilago articular.

Miogénesis: las ASC se incuban con Anfotericina B y 5-Azatidina. Las células
obtenidas son mioblastos que se fusionan formando miotiubulos multinucleados.
Expresan un determinante especifico de linaje que es la miosina y un marcador

inmunohistoquimico el MyoD1 especifico. (Pittinger et al. 1999).

1.3.4. Implicaciones clinicas

Las implicaciones clinicas de las ASC han sido estudiadas desde los comienzos de su
descubrimiento. Se han propuesto desde entonces numerosas posibles aplicaciones
meédicas: tanto en ingenieria de tejidos como en terapia génica. Muchas de ellas han
sido estudiadas in vitro e in vivo en animales. Algunas han dado el gran salto y han

podido aplicarse en seres humanos.

Sin embargo todavia quedan dificultades por soslayar que son el objetivo de grupos

de investigacion en la actualidad (Tabla 2).
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De acuerdo a la linea celular en la cual se diferencian, las aplicaciones clinicas

estudiadas hasta el momento son:

Adipogénesis: reconstruccién de mama post reseccion quirdrgica por tumor, defectos

del tejido adiposo subcutaneo post-trauma, cirugia o quemadura. Enfermedad de

Crohn y tratamiento de fistulas (Garcia-Olmo et al. 2005).

Condrogénesis: reparacion de cartilago en defectos de articulaciones y discos, cirugia

plastica de nariz (Mochizuki et al. 2006).

Osteogénesis: regeneracion esquelética de defectos déseos congénitos, post-trauma o

tumor (Peterson et al. 2005).

Miogénesis: distrofias musculares, reconstruccion de defectos post-traumaticos o

quirurgicos (Di Rocco et al. 2006).

Cardiomiogénesis: regeneracion del musculo cardiaco, mejora funcional post-infarto

agudo de miocardio (Rodriguez et al. 2005).

Vascular/endotelial: neovascularizacion, enfermedades isquémicas (Planat-Benard et
al. 2004).

Neurogénesis: lesion cerebral, ictus, enfermedad de Parkinson, Alzheimer, esclerosis

lateral amiotrofica, esclerosis multiple, lesion de nervio periférico (Nishio et al. 2006,
Kizuhara et al 2008, Sugaya et al. 2008, Burns et al. 2009, Kao et al. 2008, Barnabé-
Heider et al. 2008, Mazzini et al. 2008).

Pancreatico/enddcrino: diabetes mellitus tipo 1(Timper et al. 2006).

Hepatico: insuficiencia hepatica crénica, regeneracion hepatica, trasplante hepatico
(Kim et al. 2003).

Hematopoyético: enfermedad por injerto contra huésped (Fang et al. 2006).

Tabla 2. Aplicaciones clinicas de las ASC (de Zuk, 2010)

Referencias

ASC en investigacion
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Tejido adiposo

Tejido 6seo

Cartilago

Musculo esquelético

Musculo liso

Neuronas

Cuerdas vocales / laringe
Vejiga/ uretra

Tejido vascular y cardiovascular
Tejido hematopoyético
Pancreas

Higado

Tejido epitelial

Tejido epitelio-tubular de rifidn

ASC en enfermedad

Reparacién de discos intervertebrales
Lesion de medula espinal
Regeneracién de nervio periférico
Glioblastoma

Huntington

Esclerosis multiple

Ictus

Incontinencia urinaria

Disfuncion eréctil

Liver repair

Diabetes

Colitis

Isquemia

Artritis reumatoide
Envejecimiento

Regeneracion de la piel

Paladar hendido

Reparacién de tendones

ASC ensayos en humanos

Defectos de la calota

Enfermedad de Crohn

Incontinencia urinaria

Enfermedad por injerto contra huésped

Mauney et al., 2007
Cowan et al., 2004; Dudas et al., 2006; Yoon et al., 2007
Dragoo et al., 2003; Guilak et al., 2004

Bacou et al., 2004; Goudenege et al., 2009

Rodriguez et al., 2006
Ashjian, 2003; Safford et al., 2004; Erba et al., 2009
Kumai et al., 2009; Long et al., 2009
Jack et al., 2005

Miranville et al., 2004; Heydarkhan-Hagvall et al., 2008;
Cousin, 2003; Puissant et al., 2005

Timper et al., 2006; Okura et al., 2009a

Seo et al., 2005; Banas et al., 2007; Okura et al., 2009b
Brzoska et al., 2005; Jeong, 2009

Li et al., 2009

Hsu et al., 2008

Ryu et al., 2009

di Summa et al., 2009
Josiah et al., 2010

Lee et al., 2009

Riordan et al., 2009

Kim et al., 2007

Lin et al., 2010

Lin et al., 2009a

Liang et al., 2009

Lin et al., 2009b
Gonzalez-Rey et al., 2009
Kondo et al., 2009
Gonzalez-Rey et al., 2010
Park et al., 2008

Trottier et al., 2008
Conejero et al., 2006
Uysal and Mizuno, 2009

Lendeckel et al., 2004

Garcia-Olmo et al., 2009; Taxonera et al., 2009
Yamamoto et al., 2009

Fang et al., 2007

Il. OBJETIVOS
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1. Obtener, mediante cultivos y subcultivos, células madre mesenquimales

derivadas de tejido adiposo.

2. Describir e identificar la morfologia de las células en cultivo.

3. Cuantificar el crecimiento de dichos cultivos.

lll. MATERIAL Y METODOS

Materiales
17



Se tomaron ratas Wistar adultas, hembras, con peso entre 200 y 300 gr y, edades de

4 y 5 meses; para la obtencién de células madre mesenquimales a partir de tejido

adiposo subcutaneo.

El cuidado y la manipulacion de los animales se realizaron segun la directiva de la
Union Europea 2010/63/EU y del Estado Espaiiol (RD1201/2005).

Materiales utilizados en el proceso de extraccidn de tejido adiposo:

1.

Anestésicos, en inyeccion intraperitoneal, preparada con una mezcla de 80%
de Imalgene (Ketalar (50mg/ml, Pfizer ref. 631028) y 20% de Xilacina (Rompun
2% Bayer Health Care ref. 011302103).

Material quirdrgico estéril e implementos de quiréfano.

3. Microscopio Optomic.

Materiales utilizados en el procesamiento, digestion, obtencidon de células de tejido

adiposo y mantenimiento de los cultivos:

1.

Reactivos: medios de cultivo: Leivobitz L15 (5220) Sigma Aldrich, Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (6046) (Sigma Aldrich), Colagenasa tipo Il extraida de
Costridium Histolyticum y liofilizada (ref. 17101-015 Gibco), Tripsina (1800
Unit/mg, Sigma ref. T-7409), Antibiotico-antimicotico: 1000 Unit/ml de penicilina
G sdédica, 1000 Ug/ml de estreptomicina y 25 Ug/ml de anfotericina B (Gibco),
Suero Bovino Fetal (ref.9665 Sigma-Aldrich), Cloruro de Amonio, solucion de
Azul Tripan y Solucion de Hank.

Materiales de laboratorio: placas de cultivo (Falcon ref. 353001, diametro 35 x
10 mm). Frascos de polipropileno (Falcon ref. 352006, diametro 17 x 100 mm).
Tubos (Falcon ref. 352005). Copa de disociacion de 85 ml con malla.

Equipos de laboratorio de cultivos: Centrifuga 5702 Eppendorf (Huoca-Erloss),
Bafio Maria (Trade Raipa), Campana de flujo laminar de seguridad bioldgica

(Hera Safe Heraeus), Estufa (Hera Safe Heraeus).

Materiales utilizados para lavado, fijacion y tincion de las células:

1.

Paraformaldehido tamponado al 4% (PFT)

Se prepara de la siguiente manera:
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Se afiaden 40 gramos de paraformaldehido en polvo (Pancreat ref. 141451) y
0.01 g de NaOH (Pancreat ref. 131687) a 400 ml de agua destilada.
Se calienta y mantiene en agitacién hasta que se diluya completamente y la
solucion se ponga transparente a no mas de 60° C.
Se deja enfriar o se enfria con hielo.
Se afiaden 250 ml de tampon fosfato 0,4 M y se completa hasta un litro de
agua destilada.
2. Solucién de Hank
Se prepara de la siguiente manera:
Se disuelven en agua destilada, con agitacién, los siguientes reactivos:
KCI (0.4 gI™"), NaCl (8.0 gI"), KH.PO, (0.06 gI""), NH, HPO, (0.048 gI™),
NaHCO; (Merk ref. 6329, 0.35 gI™"), EDTA (Acido etilendiaminotetracetico,
Pancreat ref. 131026, 0.2 gI™).
Se ajusta el pH con HCI 0 NaOH 1N hasta el intervalo 7.0-7.2.
Se filtra (filtro de 0,2 Um) para obtener un producto “estéril”.
3. Solucion Tripsina
Se disuelven con agitacion 0.5 g™ de tripsina en solucion de Hank.
Se filtra (filtro de 0,2 Um) para obtener un producto “estéril”.
4. Solucién Azul Tripan (Merk ref. 11732)
Se disuelven Azul Tripan en una disolucion de sal de Hank a razon de 0.5 gl™.
5. Solucién de Giemsa (al 20%)

Materiales usados para inmunohistoquimica:

1. Anticuerpos primarios: CD 105. Se prepara diluyéndolo en PBS-Triton al 0.2%,
se agrega suero de cabra al 5% (Sigma ref. G9023).

2. Diamidino-2-phenylindol (DAPI) de Sigma Aldrich.

3. Anticuerpos secundarios: Policlonal anti IgG de raton marcado con fluoroforo
rojo (Alexa fluor 594), obtenido de cabra 10 Ug/ml (invirogen molecular probes
ref. A11032). Policlonal anti IgG de conejo marcado con fluoroforo verde (Alexa
fluor 488), obtenido de cabra 10 Ug/ml, diluido lo anterior en PBS.

Materiales usados para la observacion y contaje de células, toma de fotografias y
evaluacion de pruebas de inmunohistoquimicas:
1. Camara de Neubauer.

2. Microscopio invertido (Zeiss Axiovert 25).
19



3. Microscopio de contraste de fase (Microscopio Nikon Eclipse TE 300 con
camara fotografica digital Nikon DXM 1200).

4. Camara fotografica digital Nikon DXM 1200.

5. Microscopio de Fluorescencia (Zeiss Axiophot) con camara digital (RT color

dianosis instruments ing.).

Materiales utilizados para congelacion de las células:
1. Medio de congelacién: Freezing Medium-DMSO1 (Sigma-Aldrich ref. C6164).
2. Vial de congelacion: Cryovial Sterile 1,2 ml (Simport Beloeil QC ref. T310-1A).
3. Contenedor de congelacion: Cryo 1°C Freezing Container (Thermo Fisher
Scientific Inc. Ref. 5100-0001).
4. Congelador: Herafreeze (Thermo Fisher Scientific Inc. Ref. HFU686).

Método.

Las ratas se anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal (1.5 ml por kilo de peso
de una solucion de Ketamina al 80% - Xilacina al 20%), posterior a lo cual se practicé
una incisién, en la piel de la regién inguinal, de unos dos a tres centimetros. Mediante
una cuidadosa diseccion y en condiciones de asepsia, se extrajo tejido adiposo (0,22
gr — 0,67 gr respectivamente) que fue colocado en un placa de cultivo conteniendo
medio de Leibovitz con antibiotico-antimicético al 1%. Se retiraron restos de otros
tejidos y se troced el tejido adiposo en pequefias partes, llevando el mismo a una
nueva placa con el mismo medio. Para la digestion enzimatica se incubo durante 60
minutos en una solucion conteniendo 5 ml de Leibovitz y colagenasa tipo | al 0.075%
a 37°C. Esta mezcla fue pasada por un filtro de 60 uym para separar el tejido no
disociado. Luego, la colagenasa fue neutralizada mediante la adicion de DMEM

(conteniendo 10% de Suero Bovino Fetal- SBF) y se centrifugo a 1200 rpm durante 10

minutos. EI sedimento fue resuspendido en una solucién de cloruro de amonio y
dejado, diez minutos en este medio. Después de ello se volvié a centrifugar a 1200
rom durante 10 minutos. El nuevo sedimento se resuspendié en DMEM y se sembré
en placas de 35 mm de didmetro a una densidad de 100.000 células por mililitro:

colocando 1ml por placa y completando el volumen hasta 3 ml con el mismo medio.
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Las placas se incubaron durante 30 minutos en una estufa a 37° C con 5% de CO,y
saturacion de humedad. Posteriormente se retiraron de la estufa, se quitdé el medio de
las placas para separar las células no adherentes y, se agregaron a cada placa,
nuevamente 2 ml de medio DMEM con antibiético al 1% y SBF al 10%. Se llevaron
las placas a la incubadora manteniendo iguales condiciones de presion, temperatura y
saturacion de CO; antes descriptas. Los cultivos fueron cambiados cada dos dias y

mantenidos hasta la subconfluencia.

Subcultivo de ASC.

Cuando las ASC se aproximaron a la confluencia, ocupando al menos un 80% de la

superficie del cultivo, se subcultivaron. Para ello, se elimin6 de cada placa el medio de
cultivo y, se lavaron las células con solucion de Hank. Luego, se adicion6 una solucion
de Tripsina retirandola a los pocos segundos y esperando unos minutos a que las
células se desprendieran. A continuacion, se afiadi6 DMEM mas antibiotico y SBF a
cada placa, para neutralizar el efecto de la enzima. Se extrajeron y se llevaron a un
tubo, que se centrifugd a 2000 rpm durante dos minutos. Posteriormente se
resuspendio el sedimento en un mililitro de medio y se realiz6 el recuento celular
utilizando Azul Tripan. Se sembraron en proporciéon de 200.000 células por placa de
cultivo agregando dos mililitros de DMEM por placa. Se llevaron las placas a una
estufa a 37° C con 5% de CO,y saturacion de humedad y se cambiaron los medios
de cultivo cada dos dias. Cuando estos subcultivos alcanzaron nuevamente la
subconfluencia se traspasaron mediante el mismo procedimiento y se estudio el

numero de células obtenidas a lo largo de nueve semanas.

Tincién de cultivos celulares.

De las placas que se encontraban listas para subcultivar se seleccionaron algunas
para tefir. Primero se retird el medio de cultivo y se afadié dos mililitros de PBS. Se

dejo actuar durante treinta segundos y se retird. Se agregaron dos mililitros de PFT

durante diez minutos y luego se desecho. Luego, se afadieron nuevamente dos
mililitros de PBS dejando actuar treinta segundos y se retiro. Se repitid este ultimo
paso dos veces mas. Posteriormente se colocaron dos mililitros de Giemsa filtrada al
20% durante treinta minutos y se retiro. Se afiadieron dos mililitros de PBS, dejando
actuar treinta segundos y luego, se desecho, repitiendo hasta que el PBS dejo de

estar coloreado.
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Congelacién de ASC.

Posterior a realizar el contaje celular se decidid, segun el numero de células
obtenidas, a la congelacion de las mismas en una proporcion de un millon de células
por vial de congelacién. Se colocé el tubo con las células restantes y se centrifugd
durante dos minutos a 2000 rpm. Se afiadié un mililitro de medio de congelacion y se
resuspendio. Posteriormente se colocd en un vial de congelacion que se introdujo en
un contenedor de congelacion que se llevoé a un congelador a -80 °C. A las 24 horas
se retird el vial del contenedor colocandolo en el mismo congelador en una caja

apropiada.

Inmunohistoquimica
Se lavaron las placas con PBS y se fijaron con PFT durante treinta minutos. Se retird

y se lavdo nuevamente con PBS, tres veces, durante cinco minutos cada vez. A
continuacion se inmunobloquearon con suero de cabra al 0.5%. Se aplicé anti-CD 105
y se dejo actuar durante 24 horas a 4°C. Se retirdé el anticuerpo y se lavd con PBS,
tres veces durante cinco minutos. Posteriormente se aplicé el anticuerpo secundario y
se lavé nuevamente con PBS, tres veces durante cinco minutos. Se aplicé DAPI para
tefiir los nucleos, se dejoé actuar por diez minutos en la oscuridad, se retiré y se lavd
nuevamente con PBS, tres veces durante cinco minutos.

Las placas de cultivo fueron estudiadas y fotografiadas a 10 y 20 aumentos. La
identificacién de las ASC se hizo por la morfologia (placas con tincion con Giemsa) y
por la inmuhistoquimica o fenotipo (placas con marcador anti-CD 105). Se realiz6 a su
vez el contaje diferencial, tomando cuatro campos diferentes de una misma placa

para determinar la pureza del cultivo.

IV. RESULTADOS

ESTUDIO MORFOLOGICO DE CULTIVOS

En las placas sembradas con células madre de tejido adiposo, segun la lectura

expuesta anteriormente, se observaron células con apariencia de fibroblastos que se
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adherian al plastico y crecian agrupadas. Su morfologia era variada. Poseian nucleos
grandes de forma redondeada u ovalada con nucléolos bien tefiidos. Su citoplasma
mostraba salientes por medio de las cuales hacian contacto entre ellas (Figs 1y 2).

Algunas de las células demostraron ser CD105 positivas, por lo que fueron

consideradas como ASC (Figs 3y 4).

Figura 1. Células en cultivo procedentes de tejido adiposo de rata, tefiidas con
Giemsa, donde se observa la subconfluencia celular. 10x
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Figura 2. Células en cultivo procedentes de tejido adiposo de rata, tefiidas con
Giemsa. Las ASC se muestran con nucleos redondeados y nucléolos prominentes
(flecha continua). Otras células alargadas y fusiformes de aspecto fibroblastico y
células intermedias (flecha discontinua). 20x
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Figura 3. Cultivo de ASC marcadas mostrando positividad a CD 105. 10x
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Figura 4. ASC marcadas con anti CD 105, donde se visualiza su citoplasma tefido en
verde. 20x

ESTUDIO CUANTITATIVO DE CULTIVOS
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Los datos del crecimiento de cultivos celulares individualmente segun fue la rata 1, la
rata 2 y la rata 3, se presentan en la grafica 1. De la rata 1 se obtuvieron el mayor
numero de células, con un pico de 3.800.000 entre los dias 22 y 31. De la rata 2 el
crecimiento fue progresivo pero solo pudo analizarse hasta el dia 22, ya que
posteriormente las placas de cultivo fueron contaminadas con hongos y por lo tanto,
desechadas. De la rata 3 se obtuvo un crecimiento constante y parejo, el pico fue

también hacia el dia 22 con 3.000.000 de células.
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Cuando se analizo la media de crecimiento por semana (teniendo en cuenta el

numero total de células de las tres ratas), pudo observarse que el crecimiento de las

células fue progresivo hasta la quinta semana en donde tuvo su mayor pico. De este

punto en adelante se produjo un descenso que duro hasta la novena semana en que

concluimos el estudio (Gréfica 2).
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Cuando se analizé el numero total de células por rata se obtuvo una dinamica del
crecimiento de los cultivos semejante en los tres casos, hasta logicamente el final de
cada cultivo que, por las razones anteriormente mencionadas tuvo lugar en diferentes
momentos del estudio. Se observé a su vez, una duracion mas prolongada en la rata
3. Por otra parte también, el mayor numero de células lo encontramos en la rata 1
(Gréfica 3).
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El analisis de la media del crecimiento de las células en cultivo por placa sembrada
mostr6 que en las primeras semanas del estudio, éste fue homogéneo
(aproximadamente en 500.000 por placa), con un pico en la quinta semana, posterior
al cual, el numero de células en cultivo por placa sembrada fue disminuyendo de
forma gradual y paulatina (Gréfica 4).
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V. DISCUSION
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En nuestro estudio pudimos objetivar que, siguiendo el procedimiento para la
obtencidon de células madre del tejido adiposo, las células en cultivo muestran una
caracteristica morfolégica similar a las ASC encontradas y descritas por otros autores
(Kitagawa et al 2006).

El numero de células totales obtenidas en nuestro estudio mostré a lo largo de las
semanas un crecimiento exponencial, hasta la semana 5°, estabilizandose durante las
siguientes dos semanas para luego ir decayendo hasta la semana 9° en la que
concluimos el estudio. No obstante, realizada la comparacion por semanas del
numero de células producidas por placa, se obtuvo un crecimiento homogéneo
durante las primeras cuatro semanas para mostrar un pico proliferativo en la semana
5° y posteriormente disminuir de manera progresiva. El crecimiento exponencial
observado durante la primer mitad del estudio pensamos que pudiera ser debido a la
l6gica expansion de los cultivos al ser subcultivadas en diferentes placas, hasta llegar
a un punto en que dicha expansion se estabiliza. Por su parte el decrecimiento
observado en la ultima fase del estudio podia deberse a inhibiciones entre las células

y el envejecimiento del cultivo que conlleva a una menor tasa de proliferacion.

En cuanto al numero de ASC, nuestra metodologia nos permitié obtener una alta
pureza, pues los datos hallados se situaban en torno al 71%. Estos resultados se
encuentran en concordancia también con los de otros autores, por o que se constata
y corrobora la validez de dicho método para la obtencién y proliferacién de ASC

provenientes de tejido adiposo (Tholpady et al 2003).

Desde el punto de vista de la aplicabilidad clinica, las ASC obtenidas de tejido
adiposo presentan numerosas ventajas ya que pueden ser obtenidas de manera
rapida, sencilla y en grandes cantidades si es necesario. De dicho tejido se
consiguen un gran numero de ASC en comparacion a las obtenidas de médula 6sea,
ya que por ejemplo a partir de un gramo de tejido adiposo se ha logrado producir 5 x
10 * de ASC, una cantidad 500 veces mayor que el numero de células madre
extraidas de un gramo de médula 6sea (Fraser et al 2006).

La capacidad de diferenciacion en distintos tipos celulares (de las tres capas
embrionarias) ha sido demostrada en diferentes estudios, ampliando de esa forma el
campo de aplicacién y otorgando la posibilidad de que las ASC puedan ser utilizadas

en patologias que afecten a diferentes tejidos.
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Otro aspecto importante son sus caracteristicas inmunitarias que las convierten en la

opcion mas beneficiosa para el huésped en comparacion al resto de las SC.

Las ASC son células madre adultas que pueden ser obtenidas en cualquier momento
de la vida de una persona permitiendo de esa forma evitar las controversias éticas

que puedan surgir con respecto a la obtencion de SC de otros tejidos.

Uno de los mayores retos planteados desde su descubrimiento es el tratamiento de
enfermedades que hasta el momento actual son consideradas incurables y de las
que, a su vez, el tratamiento que se dispone puede llegar a ser en ocasiones muy
limitado. Entre ellas patologias neurodegenerativas, enfermedades como Alzheimer,
Parkinson, Esclerosis Lateral Amiotrofica, Esclerosis Multiple; patologias congénitas
como Paralisis Cerebral; entre otras, representan un abanico de posibilidades en las

que la utilizacién de ASC podrian dar origen a nuevas ventanas terapéuticas.

VI. CONCLUSIONES
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1. Se obtuvo en N° de células de ASC por placa de 500.000 durante las primeras

semanas del estudio.

2. A partir de la séptima semana los cultivos parecen mostrar una clara

disminucién de su tasa de proliferacion.

3. La pureza que se obtuvo fue del 71%.
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