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RESUMEN

En los ultimos afios, ha surgido un nuevo campo de la medicina y la biologia que esta intimamente
ligado al conocimiento y el desarrollo histoldgico, el cual se conoce con el nombre de bioingenieria de tejidos.
Para conseguir su objetivo de regenerar, restablecer o simular la funcion normal de un tejido mediante la
utilizacién de células que son cultivadas en el laboratorio, la ingenieria tisular necesita una fuente adecuada
de estas que sean funcionales y viables, asi como biomateriales y sefiales moleculares de distintas
naturaleza.

Uno de los ambitos de la medicina del futuro que mas expectativas ha despertado en los ultimos afios
es la investigacion con células madre. El aislamiento de células madre embrionarias, la aparente e inesperada
potencialidad de las células madre adultas y el desarrollo de la bioingenieria de tejidos, ha llevado a imaginar
un porvenir esperanzador para un importante numero de estudios basicos, clinicos y terapéuticos.

Las actuales fuentes de obtencion de estas células plantean muchos problemas, tanto éticos como
técnicos. El hallazgo de otras opciones que no acarreen dichos inconvenientes, sea de facil acceso sin que
suponga ningun riesgo para el donante y provean un material suficiente y numeroso; han proporcionado
grandes progresos en este ambito. Una nueva fuente que cumple con todos estos requisitos es la membrana
amniética fetal, la cual es un tejido descartable, rico en células madre mesenquimales. Estas células son
células que no presentan mutaciones somaticas y son inmaduras desde el punto de vista inmunoldgico,
favoreciendo la compatibilidad.

La membrana amnidtica representa la porcion mas interna de las membranas extraembrionarias y se
compone de una sola capa de células epiteliales, una membrana basal gruesa y un estroma avascular.
Desde que sus células fueron descritas se ha estudiado su caracterizacién fenotipica, ontogénica y funcional;
sin embargo, aun quedan numerosos aspectos por dilucidar sobre su biologia, especialmente en lo
relacionado con su funcionalidad ya que ésta puede variar en respuesta a sefiales presentes en nichos o
microambientes particulares in vitro, dependiendo de la interaccion directa con otras células o de la liberacion

de factores solubles y de crecimiento.



Los estudios realizados con este tipo de células troncales son escasos, e inexistentes en nuestro
pais, por lo que en el presente trabajo se expondra el desarrollo de un proyecto de investigacion sobre el
aislamiento, establecimiento, caracterizacion y diferenciacion in vitro de células provenientes del estroma de
la membrana amnidtica de fetos de ratén. Se evalu6 si estas células mantienen su funcionalidad y viabilidad
bajo ciertas condiciones de cultivo, expresan caracteristicas propias fenotipicas y bioquimicas de células
madre mesenquimales y pueden ser canalizadas hacia linajes de origen mesodérmico.

Los cultivos primarios en monocapa de las células aisladas de la membrana amniética de fetos de
raton, obtenidos por explantes y disgregacion enzimatica con tripsina — colagenasa tipo V, mostraron una
heterogeneidad caracterizada por dos tipos principales de fenotipos celulares: una poblacién de células con
morfologia fusiforme y una con amplio volumen citoplasmético, considerandose la segunda como una
subpoblacién de la primera. Los subcultivos celulares permitieron la obtencion de una poblacion celular mas
homogénea, persistiendo mayoritariamente las células con morfologia ahusada. La proliferaciéon de cada
cultivo fue diferencial, pero un ensayo para evaluar este parametro determind que los cultivos primarios y
subcultivos posteriores mostraron el comportamiento tipico de las células mantenidas in vitro, caracterizado
por tres fases, con lo que se definié el comienzo de la fase de crecimiento exponencial, sin llegar a
observarse una fase de senescencia o muerte.

Por medio de ensayos de caracterizacion morfolégica e inmunocitoquimica, se pudo evidenciar la
obtencion de células con caracteristicas de células troncales de naturaleza mesenquimal, las cuales
presentaron expresion de Vimentina y Stro-1 e inexpresion de antigenos de histocompatibilidad H2.

Las células cultivadas en monocapa sometidas a ensayos de induccién, mostraron diferenciacién
hacia linaje osteogénico, condrogénico y adipogénico lo cual se determind mediante coloraciones
histoquimicas con Rojo Alizarina S, Safranina O, Azul de Toluidina, Azul Alcian y Sudan Ill. Se observé la
expresion de fenotipos celulares particulares y la deposicion de componentes de matriz extracelular,
intensificandose esto a medida que se inducia por mas tiempo. Estos resultados indican la importancia del
contacto célula — célula, célula — matriz y la accion de factores solubles especificos para el mantenimiento de

las células, estimulacién de su proliferacion y biosintesis de matriz.
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MEC: Matriz Extracelular

MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

MO: Médula 6sea

MP: Proteinas Morfogenéticas

MTT: 3-(4,5 Dimetil, tiazol-2y1)-2,5 Bromuro de Difenil Tetrazolium
Nanog: Factores de Transcripcion Esencial y Especificos en Células Pluripotentes
Oct-4: Octameros de proteinas de union 4

OP-X: Proteinas Osteogénicas tipo X

PBS: Solucion Buffer Fosfato

PGs: Proteoglicanos

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

PM: Peso Molecular

PPARX: Proliferador de Peroxisomas — Activador del Receptor tipo X
RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa
SD: Desviacion Estandar

SFB: Suero Fetal Bovino

SH-X: Marcador de Superficie de Células Madre Mesenquimales tipo X
Sox-2: Factores de Transcripcién Esencial y Especificos en Células Pluripotentes
SSEA-X: Antigeno Embrionario Estadio — Especifico tipo X

Stro-1: Glicoproteinas especificas que reconocen a células estromales
TGF-X: Factor de Crecimiento Transformante tipo X

TRA-X: Antigeno de Rechazo Tumoral tipo X

UFC-F: Unidades Formadoras de Colonias de Fibroblastoides

VLA-X: Integrina de Activacion Tardia

Whts: Proteinas Internas Wingless.



1. INTRODUCCION

1.1. Definicién, clasificacion y potencialidad de las células madre

La comprension de las células es un objetivo importante en muchas investigaciones. Con el
conocimiento de la comunicacion y el comportamiento celular, se pudo comenzar a entender como funcionan
las comunidades de células como un tejido, y los tejidos como drganos (French y col., 1998). Para los
investigadores la necesidad de conocer los procesos propios de las células los llevo a crear técnicas para
lograr el aislamiento de éstas con el fin de obtener poblaciones que pudiesen ser mantenidas in vitro
(Campos, 2004; Alaminos y col., 2007).

La célula es la unidad basica funcional y estructural de la vida. Para su supervivencia, cada célula
debe mantener unas condiciones bioquimicas esenciales a pesar de los cambios extracelulares. Las células
cuya funcion general es la misma, estan unidas entre si por cantidad variable de matriz extracelular formando
tejidos. La combinacion de dos o0 mas tejidos da lugar a la constitucion de las unidades funcionales de mayor
tamafio denominadas érganos y los conjuntos de éstos, cuyas funciones estan interrelacionadas constituyen
un organismo (Jones, 2003). Las células se caracterizan, en general, por tener una morfologia determinada,
una actividad metabdlica bien definida y una funcién particular de acuerdo con el tipo de tejido y drgano al
cual pertenecen, variando dentro de determinados limites el tipo celular del que se trata (Freshney, 2000).
Todo ser vivo esta formado y constituido por ellas, por sus derivados y por productos de su actividad, y todas
estas poseen la misma informacion genética. Sin embargo, no todas se comportan de la misma manera y
algunas tienen aun la capacidad de generar nuevos tejidos a lo largo de la vida posnatal; capacidad
semejante a células de un embrion en gestacion. A estas células se les denomina, células madre
(Friedenstein y col., 1990; Arévalo y col., 2007).

En sintesis, las células madre son aquellas células indiferenciadas, dotadas simultaneamente de la
capacidad de auto-renovacion y de originar células hijas que pueden permanecer en estado indiferenciado o
bien, pueden comprometerse en determinadas rutas de desarrollo, convirtiéndose finalmente a través de la

diferenciacion, en tipos celulares especializados, no sélo morfolégicamente sino también de forma funcional



(Weissman y col., 2001; Giraldo y col., 2003; Raff, 2003; Bobis y col., 2006; Dominici y col., 2006; Gimble y
col., 2007).

Segun el nivel de desarrollo del organismo en donde se encuentran, poseen la capacidad de generar
uno o mas tipos de células especializadas, por lo que se han sido clasificadas segun su potencialidad (Figura
1), entendiéndose esto como la capacidad intrinseca que poseen de generar todos, uno o diversos tipos
celulares; en base a lo que se consideran en mamiferos cuatro tipos de células madre: 1) totipotentes como el
cigoto, las cuales son capaces de producir todos los tipos celulares que daran origen a un individuo completo,
asi como también al linaje germinal y a los tejidos que daran lugar a las membranas extraembrionarias. En
sentido estricto solamente los primeros tres dias después de la fertilizacion, constituirian células madre
totipotenciales ya que al desarrollarse el blastocisto hay una reduccién de la potencialidad; 2) pluripotentes
presentes en la masa celular interna del blastocisto, las cuales pueden generar células diferenciadas a
cualquier linaje celular de las tres capas embrionarias, asi como del germinal y el saco vitelino; 3)
multipotentes que se encuentran en general en tejidos adultos, son células con capacidad limitada de
diferenciacion, dando origen a distintos tipos celulares procedentes de la misma capa o linaje embrionario del
cual se derivo el tejido en el que residen; y 4) unipotentes como los eritroblastos, las cuales pueden dar origen
unicamente a un tipo de célula particular (Weisman y col., 2001; Winslow, 2001; Raff, 2003).

Por mucho tiempo se creyd que el potencial de diferenciacion de una célula estaba restringido
unicamente al tejido de origen, sin embargo; desde hace algunos afios, diversos estudios demostraron que
las células madre de un tejido especifico, si bien se diferencian predominantemente hacia linajes
caracteristicos del origen embrionario al cual pertenecen, también pueden dar origen a progenitores celulares
no relacionados (Minguell y col., 2001; Jiang y col., 2002a; Raff, 2003; Bieback, 2008). Esta capacidad de
cambio actualmente se conoce como Fendmeno de Plasticidad y le confiere a la célula la capacidad de
reprogramar la expresion de los genes ligados al proceso de diferenciacion, en funcién del microambiente
circundante. Sin embargo, el mecanismo por el cual esto ocurre, ain no ha sido dilucidado completamente

(Beresford y col., 1992; Verfaillie y col., 2002).
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Figura 1. Modelo jerarquico de las células madre de acuerdo con su potencialidad. Tomado de Prosper, 2006 y modificado por Meyer y
Merentes, 2011c.

Las células madre también se pueden clasificar de acuerdo a su origen, ya sea del embrién o de un
organismo adulto; de ahi que se hable de células madre embrionarias y de células madres adultas (Prosper,
2006; Riafo y col., 2007; Bianco y col., 2008).

Las células madre embrionarias (CME) se derivan de la masa celular interna del blastocisto en el
estadio de embrién preimplantatorio como fue descrito por Thomson y colaboradores en 1998, de los esbozos
gonadales del embrion o bien de la cresta gonadal; las cuales tienen el potencial de generar cualquier célula
del cuerpo, siendo consideradas pluripotentes. Pueden ser aisladas faciimente, ser establecidas en un corto
periodo y amplificadas mediante un cultivo de crecimiento que se considera un cultivo primario el cual
conserva caracteristicas similares a las de su tejido de origen y mantienen su estabilidad cromosomal (Nagy y
col., 1990).

En el caso de las células madre adultas (CMA), éstas son poblaciones celulares menores, capaces de
adquirir caracteristicas fenotipicas y funcionales como respuesta a los cambios y estimulos del microambiente

donde se desarrollen. Son células no diferenciadas que se encuentran en tejidos y érganos adultos y que



poseen la capacidad de diferenciarse para dar lugar a células del tejido en el que se ubican, por lo tanto han
sido consideradas células multipotentes (Prosper, 2004). En un individuo adulto se conocen hasta ahora unos
22 tipos distintos de células madre, que son las encargadas de regenerar tejidos en continuo desgaste o
dafiados, ademas de constituir un reservorio que se encuentra en los tejidos conectivos de la mayoria de los
érganos implicados en el mantenimiento y reparacion tisular. Estas células son reconocidas por el sistema
inmune y por lo tanto producen activacion del mismo (Chamberlain y col., 2007), sus divisiones son finitas
dando origen a cultivos finitos los cuales tienen un tiempo de vida limitado, por lo tanto solo viven después de
un numero de pasajes determinados y pueden poseer mutaciones que se manifiestan para el momento de la
recoleccion (Beyer y Da Silva, 2006; Bianco y col., 2008).

Debido a las limitaciones que presentan ambos tipos de células madre, se han buscado alternativas
que no acarreen complicaciones éticas y morales, sean de facil acceso sin que suponga ningun riesgo para el
donante, provean un material suficiente y numeroso y favorezca desde el punto de vista inmunoldgico, la
compatibilidad. Una nueva fuente que cumple con todos estos requisitos y permite el desarrollo de
investigaciones que conlleven a nuevas terapias celulares y al mejoramiento de las ya existentes, es la
membrana amnidtica (MA), la cual es un tejido descartable, rica en células madre mesenquimales (CMM)

(Niknejad y col., 2008; Mihu y col, 2009; Meyer y Merentes, 2011a).

1.2. Células madre mesenquimales

Las células madre mesenquimales, ya sean embrionarias o adultas, han sido definidas como una
poblacion de células capaz de dividirse indefinidamente y diferenciarse a distintos tipos de células
especializadas, no s6lo morfologica sino también funcionalmente, siendo consideradas multipotentes. A pesar
de su probada capacidad para diferenciarse hacia tejidos derivados del mesodermo y neuroectodermo (Figura
2), las células madre mesenquimales no se diferencian a tejido derivado del endodermo y por lo tanto, no se
pueden considerar células madre pluripotenciales (Caplan y Bruder, 2001; Présper, 2004).

Las células madre mesenquimales del tejido embrionario son las células precursoras del tejido

conjuntivo en general: la capacidad de diferenciacion y especializacion de estas células multipotenciales, da



lugar a los diferentes tipos de tejidos conectivos especializados, excepto a el tejido hematopoyético; las que
no se especializan forman los tejidos conectivos laxo (tejido mucoso, tejido reticular y el propio tejido
mesenquimal) y denso (regular e irregular). Estos procesos de regeneracion y proliferacion son inducidos tras

la formacion de desmosomas y la secrecidn de factores de crecimiento y citocinas (Chamberlain y col., 2007).
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Figura 2. Diferenciacion de células madre mesenquimales en mudltiples linajes mesodérmicos. Tomado y modificado de Caplan y
Bruder, 2001.

Los progenitores mesenquimaticos son un grupo de células madre, aisladas y caracterizadas en 1974
por Friedenstein y colaboradores, quienes inicialmente las obtuvieron de la médula 6sea mediante la
propiedad fisica que poseen de adherirse a superficies plasticas de cultivo, formando asi las conocidas
Unidades Formadoras de Colonias Fibroblastoides (UFC-F) y las describieron entonces como células
adherentes de morfologia fibroblastoide, capaces de diferenciarse hacia tejidos funcionales de origen
mesodérmico de varios linajes celulares, como osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos

esqueléticos (Pittenger y col., 1999; Jiang y col., 2002b; Flores y col., 2006; Bianco y col., 2008). Segun Riafio



y colaboradores en 2007, la capacidad de adherencia al plastico por si sola no es suficiente para la
purificacion y caracterizacion de estas células.

En el afo 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular 6 ISCT (Internacional Society Cellular
Therapy) propuso tres criterios para caracterizar las células madre mesenquimales; primero, éstas células
deben ser adherentes en cultivos con sustrato plastico; segundo, expresar antigenos de superficie de células
mesenquimales CD105 y CD173, antigenos presentes en células estromales CD73 y CD90, y marcadores de
superficie de células madre mesenquimales SH-1, SH-2, SH-3 y SH-4, en ausencia de marcadores
hematopoyéticos como CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79; y tercero, las células madre
mesenquimales deben ser capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos, bajo
condiciones estandar de cultivo. Estas células ademas, expresan gran variedad de proteinas en su superficie
celular que incluyen integrinas, receptores de factores de crecimiento, receptores de citocinas, moléculas de
matriz y moléculas de adhesién (Tabla 1). La adhesion de las células a la superficie del material es regulada

por algunas de estas moléculas (Fuentes, 2008).

Tabla 1. Proteinas expresadas en células madre mesenquimales. Toma Tomado de Fuentes, 2008 y modificado por Meyer y col., 2011c.

Grupo Proteinas

Moléculas de adhesion ALCAM, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, L-
selectina, LFA-3, NCAM, HCAM 'y VCAM
Factores de crecimiento y receptores de | IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, interferon

citocinas a R, Factor de necrosis tumoral a 1-R,
Receptor de transferian

Integrinas VLA- a1, VLA- a2, VLA- a3, VLA- a5, VLA-
B, B4- integrina

Marcadores de matriz extracelular Colageno tipo I, Il, IV y V, Proteoglicanos,

Laminina, Acido Hialurénico

Se piensa que las células madre residen en un area especifica de cada tejido, en donde permanecen
quiescentes hasta ser activadas (Crisan y col., 2008). Las células madre mesenquimales y las células madre
hematopoyéticas (CMH) se originan en el mesodermo intermedio (Figura 3) que rodea a la aorta en una
region denominada aorta-génada-mesonefro (AGM). Mendes y colaboradores en 2005 sugirieron que las

CMM tienen un desarrollo embrionario paralelo y coordinado junto con las CMH. Ademas se ha postulado que



algunas regiones embrionarias proveen el microambiente necesario para el establecimiento y la diferenciacién
de células madre mesenquimales, estimulando su presencia, una coordinacién funcional con las células

madre hematopoyéticas.
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Figura 3. Ontogenia de las células madre mesenquimales. Tomado y modificado de Sadler, 2006; Fuentes, 2008.

Estas células en general, han sido aisladas de tejido adiposo, pancreas, higado, musculo esquelético,
dermis, membrana sinovial, hueso trabecular, sangre de cordon umbilical, amnios, tejido pulmonar, pulpa
dental y ligamento periodental (Kern y col., 2006; Merentes, 2009). La capacidad y frecuencia de expansion
de las células madre mesenquimales son limitadas y pueden disminuir con la edad, por esto, los tejidos
fetales como el liquido amniético y el cordén umbilical son una fuente 6ptima, rica de células madre

mesenquimales (Ming-Song y col., 2004; Keating, 2006; Krampera y col., 2006; Calderén, 2007).

1.3. Microambiente celular y factores que influyen sobre el comportamiento de las células

La generacion de la diversidad celular, producto de la diferenciacion, constituye uno de los procesos
fundamentales del desarrollo, donde cada uno de los tipos celulares de organismo, se deriva a partir de una
sola célula, el cigoto. Esto implica que toda la informacion que se requiere para generar esta diversidad, esta
presente en esta célula. Sin embargo, a medida que continta el desarrollo embrionario, ocurre una restriccion
progresiva en la potencialidad de las células que se originan a partir del cigoto para generar los diferentes

tipos celulares que constituyen al organismo (Merentes, 2009).



En general, a medida que la diferenciacion progresa, la division celular se reduce y en la mayoria de
los sistemas celulares, la proliferacion es incompatible con la expresion de propiedades de células
diferenciadas (Spivakov y Fisher, 2007). En el organismo, las células madre se encuentran en un
microambiente que estd constituido por células circundantes, componentes de matriz extracelular (MEC) y
diversos factores que pueden generar una amplia variedad de sefiales que regulan la morfologia,
proliferacién, diferenciacién y metabolismo de estas células (Li y Xie, 2005; Scadden, 2006). Esto sugiere,
que el microambiente juega un papel fundamental en el mantenimiento del estado indiferenciado y en el
control de la via de diferenciacion de las células madre a través de mecanismos epigénicos (Muraglia y col.,
2000; Mitsiadis y col., 2007; Merentes, 2009). Actualmente esta disminucion de potencialidad puede ser
determinada por medio de marcadores moleculares de diferenciacion especificos dependiendo del linaje que
desarrollen o por medio de la expresién de las proteinas especificas de CME, como lo son; los altos
niveles de actividad telomerasa, receptor del factor inhibidor de la leucemia, gen 1 especifico de las células
madre embrionarias, antigeno embrionario especifico de los estadios tempranos del desarrollo como SSEA-4,
antigeno de rechazo tumoral (marcadores de carcinoma embrionario) TRA -1-60 y TRA-1-81 (Reubinoff y col.,
2000), glicoproteinas especificas que reconocen a células estromales como Stro-1; y Nanog y Sox-2,
identificados como factores de transcripcion esenciales y especificos en células pluripotentes (Yu y Thomson,
2006). Ademas, también muestran una alta expresion de octdmeros de proteinas de unién 4 (Oct-4)
(Reubinoff y col., 2000; Chambers y col., 2003; Rubio y col., 2005; Carlin y col., 2006; Watabe y Miyazono,
2009).

La transdiferenciacion de la células madre en células de distintos tejidos o de procedencia diferente,
tanto en ensayos in vivo como in vitro, se debe a la influencia de diversos factores solubles sobre las células,
los cuales pueden ser suministrados al medio de cultivo (en el caso in vitro) o encontrarse en el
microambiente donde son trasplantadas (en el caso in vivo) y son capaces de ejercer efecto en la activacion
de genes silenciados (Schuldiner y col., 2000; Forbes y col., 2002; Zamudio, 2005; Rodriguez y col., 2006;
Calderon, 2007). Estos factores son principalmente producidos de manera natural y secretados por las células

a su microambiente inmediato o al torrente sanguineo, teniendo efecto estimulador o inhibidor, actuando



sobre receptores de células dianas por via: 1) Endocrina donde las células secretoras liberan factores a la
sangre, alcanzando a distancia células dianas; 2) Paracrina donde una célula produce una molécula sefial la
cual difunde hasta una célula diana vecina o adyacente y 3) Autocrina donde ocurre union de una célula y una
molécula sefal que es producida por ella misma. En cultivo celular solo ocurren las ultimas dos vias y son
responsables, en parte, de la induccion a la diferenciacion y transdiferenciacion de las células.

Ademas, la interaccion célula — célula influye en la transcripcion de sefiales y via de especializacién
de las células vecinas. Durante la diferenciacion celular hay periodos criticos donde adquiere fundamental
importancia el contacto con otras células o con productos que sintetizan, comprometiendo uniones brechas
donde metabolitos, mensajeros secundarios, calcio o cargas eléctricas pueden estar intercambiandose entre
ellas. Esta interaccion probablemente armoniza de alguna forma el patron de expresion de un fenotipo en una
poblacion, mas que iniciar su expresién. Esto ocurre a altas densidades celulares, ya que de esta manera las
células se encuentran mas cercanas entre si y se establece una mayor comunicacion entra ellas y supone la
generacion y recepcion de sefiales moleculares que pueden activar o desactivar la sintesis 0 expresion de
proteinas (Freshney, 2000; Gilbert, 2006).

La matriz extracelular es una region critica para la mayor parte del desarrollo animal. La adhesion y
migracion celular, depende de la capacidad de estas para formar uniones a dicha matriz, la cual consiste en
un arreglo de macromoléculas secretadas por células circundantes, formando una regién de material no
celular en el intersticio entre ellas. La matriz extracelular puede regular el comportamiento de las células a
través de su composicion, por medio de interacciones sinérgicas entre factores de crecimiento y moléculas de
matriz y por los diferentes tipos de receptores presentes en la superficie celular (integrinas) que median la
adhesion de las moléculas a la membrana celular, disparando sefiales intracelulares especificas que regulan
la transcripcion de genes relacionados con el crecimiento, migracién y estado de diferenciacion (Geneser,
1993; Gilbert, 2006; Rodriguez, 2010).

De igual manera, el sustrato de cultivo puede influir en la polaridad que adquieren las células y esta a
su vez puede determinar su forma y distribucién de manera tal, que los productos de secrecion se liberan

apicalmente y los receptores de sefiales y transportadores de nutrientes se localizan de manera basal. La



tension de oxigeno también juega un papel determinante en el proceso de diferenciacion, estimulando la
activacion de genes asociados a la expresion de un fenotipo celular particular.

Entonces, el uso de estos factores dentro de los cuales se encuentran los fisiolégicos y no fisiologicos
(Tabla 2), junto con la interaccion célula — matriz extracelular, la interaccién célula — célula ya sea homologa o
heteréloga, la polaridad y la forma celular y la tensién de oxigeno, se han sefialado como responsables de la

regulacion de la proliferacion y diferenciacion celular in vitro (Adam y Watt, 1993; Freshney, 2000).

Tabla 2. Clasificacion de los factores solubles. Tomado y modificado de Freshney, 2000.

Factores Solubles Fisiologicos Factores Solubles No Fisiologicos
Estercides: Hidrocortizonaty retinoides. Compusstos planos — polares: DMISO, entre
Hormonas peptidicas; Melanotropina, Tirotropina || otree.

g Irsuling. Drogas citotdxices: Genisteina, Mtormicina C,
Citocinas: Interferones, TGF, IL, entre ofras. entre otras.

Witaminas: E, K, Ds, ertre otras. Modficadores de la sefial de transduccion
Minerales: Calcio Hiomay Esteres de Forbal.

Para realizar los estudios in vitro, sea establecimiento de cultivos o inducciones, es necesario el
mantenimiento de las células en sistemas de cultivo apropiados de acuerdo a lo que se desee realizar (Meyer
y col., 2011d). El tipo de cultivo a aplicar, toma en cuenta si las células son anclaje — dependientes o
independientes y la biologia de estas. Para la diferenciacion de las células madre mesenquimales a distintos
tejidos se utilizan suplementos especiales en el medio de cultivo base. Por ejemplo para la diferenciacion
osteogénica, el medio basal debe ser suplementado con dexametasona, B- glicerofosfato (B-GP), acido
ascorbico y suero fetal bovino (SFB). En presencia de estos suplementos las células forman agregados,
adquieren un cambio de morfologia, aumentan la actividad de la fosfatasa alcalina y producen depdsitos de
cristales de hidroxiapatita. Para la induccion de las células madres mesenquimales a precursores
adipogénicos, el medio basal se enriquece con dexametasona, isobutilmetilxantina (IBMX), insulina
recombinante, indometacina y SFB; donde se observa la formacion de vacuolas lipidicas mediante la
coloracion con aceite rojo (Estrada y Venegas, 2007). La diferenciacion condrogénica ocurre cuando las

células crecen suplementando el medio basal con factor de crecimiento transformante beta (TGF-B-1), dicha

10



diferenciacion se comprueba mediante la secrecion de proteoglicanos especificos de cartilago tefiidos con

safranina O (Pittenger y col., 1999; Chamberlain y col., 2007).

1.4. Diferenciacion de las células madre mesenquimales hacia linajes de origen mesodérmico

El mesénquima embrionario da origen a los diversos tejidos conectivos del organismo. EI mesodermo,
la capa media del disco embrionario trilaminar, da origen a casi todos los tejidos conectivos del adulto. Por
medio de la migracion y la proliferacion de las células mesodérmicas y las células especificas de la cresta
neural en el embrion joven se forma un tejido primitivo denominado mesénquima.

Durante las primeras semanas de gestacion, se desarrollan todos los dérganos y estructuras
corporales de sostén. Lo primero en desarrollarse es la cabeza y los esbozos de vértebras, los cuales estan
compuestos por acumulaciéon de células madre mesenquimales que por accién de diversos factores
paracrinos, activacién de factores de transcripcién y sefializaciéon interna, facilitado ademas por la alta
densidad celular, comienzan a diferenciarse. Todas las células del tejido conectivo, derivan de estas células
madre mesenquimales indiferenciadas. La manera en que estas células proliferan y se organizan, determina
el tipo de tejido conectivo maduro que se formara en un sitio dado (Ross y Pawlina, 2007).

Aunque no esta totalmente clara la regulacién y la transicion abrupta de células madre de un estado
quiescente a uno activado en términos de proliferacion, migracion, diferenciacion y secrecion de la matriz; el
control de los mecanismos moleculares implicados en este cambio, viene dado por diferentes morfogenes.
Estos son sefiales secretadas a nivel extracelular, que dirigen la morfogénesis durante las interacciones
celulares. Las vias de sefializacion morfogenética incluyen cinco clases de genes altamente conservados
durante la evolucion: proteinas morfogenéticas (MP), factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs), proteinas
internas Wingless (Wnts), proteinas Hedgehog (Hhs) y las moléculas de la familia del factor de necrosis
tumoral (TNF). Estas familias de genes estan principalmente involucradas en el inicio de dicho proceso que
lleva finalmente a la diferenciacion (Wise y col., 2000; Martin y Watt, 2003).

El cartilago es un tejido conectivo especializado que se encuentra en la epifisis de huesos largos y

traquea, bronquios, nariz, orejas, laringe y en discos invertebrales. Se desarrolla a partir del mesodermo,
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donde las células madre mesenquimatosas se redondean formando cimulos celulares densos con escaso
material intercelular. Este conjunto de células precartilaginosas se llama blastema y corresponde a los centros
de condrificacion. Las células del blastema son inducidas a sintetizar matriz cartilaginosa con lo que comienza
inmediatamente la produccidn de colageno tipo |y II, proteoglicanos y los glicosaminoglicanos. Ademas, estas
sintetizan localmente factores de crecimiento transformantes tipo beta 1 (TGF-B-1) y factores inductores de
cartilago tipo Ay B (CIF-A y CIF-B) los cuales inducen la condrogénesis y la produccion de colégeno tipo Il en
cultivos; estos son reconocidos por los receptores especificos de membrana de las células presentes en la
matriz, estimulando el compromiso y la proliferaciéon de células condroprogenitoras (Seyedin y col., 1986;
Miura y col., 1994). A partir de ese momento se les llama condroblastos; estas aumentan de tamafio y se
separan progresivamente a medida que aumenta la cantidad de matriz sintetizada, abriéndose paso entre la
sustancia fundamental y el tropocolageno, que se polimeriza fuera de la célula para formar colageno. Aqui los
condroblastos se diferencian a condrocitos que son células cartilaginosas maduras; mientras que las células
madre mesenquimales externas que rodean la masa condrogénica, forman el pericondrio (Geneser, 1993).
Tanto las células del pericondrio como los condrocitos, retienen su capacidad de division y son los
responsables del crecimiento por aposicion e intersticial, respectivamente, que sufre el cartilago posterior a su
formacion. Este proceso ocurre casi en todo el embrién, formando asi el esqueleto cartilaginoso a partir del
cual se originaran la mayoria de los huesos largos, por osificacién endocondral, pero aun asi, existen zonas
donde las células madre mesenquimales no se diferencian y permanecen agrupadas, sufriendo luego una
osificacion intramembranosa la cual da origen a los huesos planos (Ross y Pawlina, 2007 ; Wieismann y col.,
2006).

El proceso de osificacion consiste basicamente en el reemplazo del tejido cartilaginoso por tejido
6seo. El hueso es un tejido conectivo especializado que provee soporte y proteccion a los drganos del cuerpo.

La formacion intramembranosa se produce gracias a una condensacion de las células madre
mesenquimales comprometidas hacia el linaje osteogénico, las cuales se encuentran en contacto por medio
de largas prolongaciones. Estas migran y se acumulan en regiones especificas donde algunas de ellas se

diferencian en osteoblastos que al poco tiempo comienzan a secretar colageno (principalmente colageno tipo
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) y otros componentes de matriz 6sea organica sin calcificar, la cual se denomina osteoide y consta de
proteoglicanos, fibras de colageno y sustancia fundamental. Los osteoblastos que estan embebidos dentro del
osteoide se comunican entre si por medio de finas prolongaciones y al momento de la calcificacién por fosfato
de calcio, quedan atrapados formandose un pequefio espacio propio del hueso que se denomina canaliculo;
al mismo tiempo, el osteoblasto de la zona de calcificacién pierde su capacidad de metabolizar matriz 6sea y
se convierte en osteocito. Este osteoblasto es rapidamente reemplazado por otro, el cual se encuentra
encima del nuevo osteocito dandole de esta manera, la estructura (por capas) al hueso y haciendo que
aumente su grosor (Wieismann y col., 2006; Ross y Pawlina, 2007).

La osificacién endocondral se diferencia de la intramembranosa en la manera en que este proceso
involucra un paso intermedio donde el cartilago es quien regula el crecimiento y desarrollo del hueso. La
formacion dentro del embrién comienza con el desarrollo de un modelo de cartilago el cual crece por
yuxtaposicion aumentando de longitud y de manera intersticial aumentando de grosor; seguidamente los
condrocitos de este cartilago se hipertrofian al ser impedida la difusién de nutrientes dando como resultado el
crecimiento de lagunas y reduccién de los tabiques de matriz cartilaginosa intercalados que se calcifican. El
pericondrio se vasculariza haciendo que las células condrogénicas pasen a ser osteoprogenitoras formando
los osteoblastos, los cuales elaboran matriz ésea sobre la superficie espicular del cartilago calcificado. Esta
matriz se calcifica formando un complejo de cartilago y hueso calcificado (Wieismann y col., 2006)

Entre los componentes no estructurales de la matriz dsea, tanto de formacién intramembranosa como
endocondral, de igual manera cabe destacar el efecto de factores de crecimiento transformantes tipo beta
(TGF-B) que constituyen una superfamilia en la que se incluyen las proteinas morfogenéticas 6seas tipo 7
(BMP-7), también conocidas como proteinas osteogénicas tipo 1 (OP-1), las cuales inducen dicha
diferenciacion. Estas se sintetizan localmente por células progenitoras comprometidas hacia el linaje
osteogénico y son adsorbidas por las células circundantes presentes en la matriz, estimulando la proliferacién
de otras células osteoprogenitoras; ademas incrementan el porcentaje de colageno y osteopontina en dicha
poblacién e influyen en la maduracion celular al elevar los niveles de fosfatasa alcalina que constituye un

indicador de la actividad celular (Peris y col., 2006).
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Por ultimo, el tejido adiposo es un tejido conectivo especializado, difuso y con gran actividad
metabolica, puesto que sus lipidos estan capacitados para almacenar energia. Existen dos tipos de tejido
adiposo; el tejido adiposo unilocular representa la mayor parte del tejido adiposo del organismo y las células
que lo conforman, contienen una vacuola lipidica que ocupa la mayoria del citoplasma vy el tejido adiposo
multilocular, el cual es mas escaso y es llamado asi porque sus células contienen multiples gotas pequefas
de lipidos (Geneser, 1993). Mediante la expresion de PPARy (Proliferador de Peroxisomas — Activador del
Receptor Gamma), las células madre mesenquimales quedan predestinadas a convertirse en adipoblastos y
estos en lipoblastos (preadipocitos). Los lipoblastos producen una |&mina basal externa y comienzan a
acumular gotas de lipidos en su citoplasma. En el tejido adiposo unilocular, estas gotas confluyen para formar
una unica inclusion lipidica grande que por ultimo ocupa casi toda la célula madura y comprime el nucleo y el
citoplasma con sus organulos contra la membrana plasmatica en la periferia celular. En el tejido adiposo

multilocular las gotas lipidicas individuales, permanecen separadas (Ross y Pawlina, 2007).

1.5. Membrana amniética: Caracteristicas histolégicas, funcionales e inmunolégicas

Recientemente, se demostrd que el estroma de las membranas extraembrionarias también contiene
células de tejidos embrionarios y extraembrionarios diferenciadas y no diferenciadas derivadas del ectodermo,
del mesodermo y del endodermo fetal. Hay cuatro membranas extraembrionarias que se encuentran
generalmente en vertebrados: el saco vitelino, el alantoides, el amniosy el corion. Estas membranas no
intervienen en la formacion de ningun tejido embrionario, salvo porciones del saco vitelino y alantoides (Diaz y
col., 2010; Niknejad y col., 2008).

El amnios 0 membrana amnidtica, es la membrana extraembrionaria méas interna y se encuentra en
contacto directo con el liquido amniético, participando en el mantenimiento de la homeostasis de éste. Es un
saco membranoso avascular, metabdlicamente activo, el cual reviste y envuelve al feto y funciona como un
filtro y amortiguador, protegiéndolo contra infecciones, traumas y toxinas (Dobreva y col., 2010). En la
actualidad, existe evidencia que demuestra la presencia de células progenitoras de naturaleza mesenquimal

presentes en el estroma de la membrana amnidtica. Estas se expanden facilmente en cultivo, tienen alta
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capacidad de autoreplicacion, mantienen la estabilidad genética y poseen potencial diferenciador hacia
elementos celulares derivados de al menos dos capas embrionarias; representando una nueva fuente de
células que podria tener multiples aplicaciones en ingenieria de tejidos y en la terapia celular (Linju y col.,
2005; Alviano y col., 2007; Diaz y col., 2007; Niknejad y col., 2008; Mihu y col., 2009).

Luego de la fecundaciéon, para que se lleve a cabo la formacion de estas membranas
extraembrionarias es necesario que ocurra el proceso de implantacion, el cual consiste en la penetracion o
intima adhesion del blastocisto al revestimiento mucoso de la pared uterina (Fisher y col., 1989; Moore y
Persaud, 2009; Dobreva y col., 2010). EI embrién esta compuesto por el epiblasto (ectodermo primitivo),
rodeado por endodermo visceral en la mitad inferior del huevo cilindrico y por ectodermo extraembrionario,
envuelto por endodermo visceral en la mitad superior. El epiblasto daré lugar al embrién propiamente dicho,
asi como al ectodermo amnidtico y al mesodermo extraembrionario del corion, amnios, saco vitelino visceral y
alantoides. A continuacion, una pequefia cavidad se forma por apoptosis en el centro del epiblasto dando
lugar a una cavidad proamniética y el embrién adquiere su forma caracteristica de taza. La cavidad se
agranda con el crecimiento del huevo cilindrico y finalmente se enfrenta también al ectodermo
extraembrionario (Figura 4A). A diferencia de los embriones discoideos de primate, después de la
implantacién; el embrién de roedores tiene forma de cilindro y de ahi el nombre de huevo cilindrico. Este ha
invertido sus capas germinales y el ectodermo se encuentra hacia el interior del cilindro y el endodermo se
encuentra hacia el exterior (Figura 4A-C). A diferencia de los embriones discoideos de primate, después de la
implantacién; el embrién de roedores tiene forma de cilindro y de ahi el nombre de huevo cilindrico. Este ha
invertido sus capas germinales y el ectodermo se encuentra hacia el interior del cilindro y el endodermo se
encuentra hacia el exterior (Figura 4A-C). La formacion del amnios se inicia en la gastrulacion, la cual
comienza con la formacién de la linea primitiva en la cara posterior del epiblasto a los 6 dias de implantacién.
Poco tiempo después, el tejido mesodérmico se extiende hacia afuera desde el embridn gastrulado. Un
pliegue amnio-coriénico (Figura 4B) se forma en el lado posterior del embrién, debido a la acumulacion de
mesodermo extraembrionario entre el ectodermo y endodermo extraembrionario visceral, empujando al

ectodermo embrionario y extraembrionario a la cavidad proamniética.
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Figura 4. Representacion esquematica de las etapas de desarrollo del amnios de raton. A: A los 6 dias de la implantacion. B: A los 7
dias de la implantacion. C - D: A los 7 dias y medio de la implantacién Abreviaciones: AC: Cavidad Amnidtica, AC-f: Pliegue Amnio-Corionico, Am:
Amnio, AmM: Mesodermo Amniético, AmE: Ectodermo Amniético, Al: Alantoides, Ch: Corion, EC: Exoceloma, EPC: Ectoplacenta, PAC: Cavidad
Proamniotica, PI: Placenta, PS: Linea Primitiva, VYS: Saco Vitelino Visceral. Tomado de Dobreva y col., 2010 Y modificado por Meyer y Merentes,
2011c.

Durante el crecimiento del corion, las membranas coridnicas dividen la cavidad proamniética en
amniética, exoceldémica y ectoplacenta (Figura 4C). Cuando el corion y la ectoplacenta se encuentran, se
fusionan para formar la parte fetal de la placenta (Figura 4D). Posteriormente, el ectodermo adquiere una
ubicacion exterior. Debido a esta rotacion axial, el amnios se coloca entre el saco vitelino y el feto (Figura 5).
Cabe sefialar que amnios y corion se han convertido en dos membranas completamente independientes
(Dobreva y col., 2010).

Desde la superficie externa del corion se proyectan vellosidades, las cuales contienen vasos
sanguineos y le permiten a éste tener una gran area expuesta a la sangre materna. Aunque los sistemas
sanguineos fetal y materno nunca se fusionan, la difusién de las sustancias solubles puede tener lugar a
través de las vellosidades. De este modo, la madre proporciona al feto nutrientes y oxigeno, y el feto envia los

productos de desecho (principalmente didxido de carbono y urea) hacia la circulacién materna (Gilbert, 2005).
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La organizacion histolégica del corion y el amnios en
humanos, roedores y primates como sistema de multicapas ha sido descrita en detalle por los estudios
clasicos de Bourne en 1960. La membrana coridnica constituye la capa exterior que limita la bolsa que
encierra el feto, mientras que la capa mas interna de ésta, es la membrana amniética. Esta formada por una
capa de epitelio cuboideo simple que descansa sobre una membrana basal gruesa y un estroma avascular
(Figura 6). La membrana amniética no contiene vasos sanguineos o nervios y los nutrientes que requiere son
suministrados directamente por difusién desde la decidua materna. Su capa mas interna, mas cercana al feto
y en contacto directo con el liquido amniético, se llama epitelio amnidtico y se compone de una sola capa de
células cubicas uniformemente dispuestas sobre la membrana basal, las cuales derivan del ectodermo
embrionario. La lamina compacta de la matriz estromal, que varia en espesor, se encuentra adyacente a la
membrana basal y constituye su esqueleto fibroso principal. El colageno de la ldmina compacta es secretado
por las células mesenquimales situadas en la lamina fibroblastica, las cuales derivan del mesodermo
embrionario (Diaz y col., 2010). El colageno intersticial (tipo | y Ill) predomina y forma haces paralelos que
mantienen la integridad mecanica de la membrana amniotica. Colageno tipo V y VI forman conexiones
filamentosas entre los colagenos intersticiales y la membrana basal epitelial. La mayor fuerza ténsil del
amnios es dada por los colagenos de la l[d&mina compacta mas que por el epitelio amnidtico (Niknejad y col.,
2008). Sin embargo, este arreglo de los colagenos mas alla del intersticio y su conexién a los colagenos de la

membrana amniética basal, da fuerza extra a los tejidos expuestos a las fuerzas mecanicas, tanto de tipo
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repetitivo como en los vasos sanguineos, o de tipo continuo como el que es necesario cuando las membranas

son estiradas en el periodo de gestacion a término.
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Figura 6. Esquema representativo de un corte longitudinal de amnios y corion. Adaptado de Parry y Strauss, 1998, tomado de Niknejad
y col., 2008 y modificado por Meyer y Merentes, 2011c.

La capa intermedia (lamina esponjosa) de la matriz estromal se encuentra adyacente a la membrana
corionica. Su abundante contenido de proteoglicanos y glicoproteinas produce una apariencia esponjosa en
las preparaciones histologicas y ademas, contiene una malla no fibrilar en su mayoria de colageno tipo Il
(Parry y Strauss, 1998). La lamina esponjosa es rica en proteoglicanos los cuales permiten el paso del agua,
facilitando el deslizamiento del amnios sobre el corion, un mecanismo que ha sido propuesto como un
sistema de reparacion mecanica a corto plazo (Behzad y col., 1994; French y McGregor, 1996). La matriz
extracelular coridnica subyacente y las células del citotrofoblasto en la gestacion a término estan firmemente
adheridas a la decidua materna y cuando se usan marcadores especificos para las células deciduales, es

comun encontrar a estas células infiltrandose a través del citotrofoblasto hacia la membrana basal.
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La ultraestructura de la membrana amniética ha sido objeto de un gran numero de estudios a nivel de
la microscopia electrénica de transmision. Los principales componentes son células y matriz extracelular. Las
primeras son responsables de la sintesis, degradacion y recambio de la dltima. Las células epiteliales
amnioticas sintetizan tanto el colageno tipo Ill constituyente de su lamina basal, como los colédgenos tipo |y IlI
del estroma intersticial de la lamina compacta. Se ha demostrado que la produccién de estos componentes de
la matriz extracelular continua hasta el término del periodo de gestacion y que las células menos
diferenciadas se encuentran muy cercanamente al epitelio amniotico, distribuidas en la ldmina fibroblastica
(Niknejad y col., 2008; Dobreva y col., 2010).

Las células de la membrana amnidtica son las responsables de la secrecion de los factores
antibacterianos presentes en el liquido amnidtico; Interleucinas-2 y lisozima, fundamentalmente y gracias a
que se trata de un tejido metabdlicamente activo que regula la composicién del liquido amnidtico; sus células
producen gran variedad de compuestos activos (hormonas, expresan ARNm (&cido ribonucleico mensajero))
un gran numero de factores de crecimiento (Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), Factor de Crecimiento
de Queratinocitos (KGF) y Factor de Crecimiento Basico de Fibroblastos (bFGF)) y citocinas. En particular,
sus células madre mesenquimales se caracterizan por no sufrir transformaciones tumorales tras multiples
pases de cultivo, ni desarrollar teratomas en animales de experimentacion; ademas presentan una muy baja
expresion de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, por lo que estas células no
desencadenan respuesta inmune de rechazo, considerandoseles como buen candidato para la terapia celular
alogénica (Chamberlain y col., 2007; Fontenla y col., 2008).

Debido a sus propiedades y a sus amplias posibilidades de diferenciacion, las células madre
embrionarias son estudiadas para su aplicacion en bioingenieria tisular y reemplazo de tejidos. Actualmente,
estos campos de la medicina regenerativa estan haciendo uso de multiples técnicas basadas en el aumento
de la eficiencia de extraccion de estas células y su diferenciacién, asi como en el desarrollo de materiales que
sean biocompatibles y bioabsorbibles, y ademas sirvan de soporte para el desarrollo de distintos tejidos y en

un futuro, de érganos (Naughton, 2002; Arbds, 2004; Ibarra y col., 2007; Meyer y col., 2011b).
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2. ANTECEDENTES

El término de célula madre aparece por primera vez en un trabajo publicado por Lepak en 1948
(Citado en Araos, 2008), en el que reporta un caso de transmutaciéon de una leucemia mieloide en una
leucemia temprana de células indiferenciadas. A mediados de 1980, los cientificos comprendieron que las
células eran los elementos fundamentales y basicos que mantenian el buen funcionamiento del organismo, y
que dichas células se encargaban de generar otras células. Esta sorprendente observacion fue sin embargo
negada sistematicamente por investigadores posteriores, aun hasta tiempos recientes. Este descubrimiento
fue continuado en los primeros afios de la década de 1990 gracias a la comprension de que algunas células
también se encargaban de generar células sanguineas.

La historia de las células madre embrionarias se inicia con el estudio de los teratocarcinomas; estos
son extrafios tipos de tumores gonadales que contienen varios tipos de tejidos derivados de las tres capas
germinales del embrién (endodermo, mesodermo, ectodermo). Aunque la idea de utilizarlas aparecié desde
los 70, nunca han sido vistas como ideales debido a que provienen de tumores y presentan aneuploidias.
Evans y Kauffman en 1981 (Citado en Robertson, 1987) aislaron por primera vez células madre embrionarias
a partir de blastocisto murinos introduciendo el término de células madre embrionaria para distinguirlas de las
células madre provenientes de teratocarcinomas. En el afio de 1998, Thomson y colaboradores logran
establecer las primeras lineas de células madre embrionarias humanas, aislada a partir de blastocisto,
denominandolas H1, H7, H9 y H14 las cuales mostraban un cariotipo estable durante los subcultivos. Ademas
reportaron su capacidad de diferenciacién a las tres capas germinales por medio de la inyeccion de estas en
ratones, desarrollando teratomas donde se identificaron todos los tejidos.

Las células madre adultas no son estudiadas hasta la década de los 60, cuando se descubrieron dos
poblaciones de células diferentes en punciones de la médula 6sea en humanos; una de estas poblaciones
daba origen a todas las células sanguineas y la otra a distintos tipos celulares de origen mesodérmico. En
1966, Harris (Citado en Grant y col., 2002) hace una descripcién morfologica tentativa de la célula madre
hemopoyética, identificandola como un linfocito pequefio, con escaso citoplasma, intensamente basdfilo y en
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1967 Cohnheim (Citado en Jiang y col., 2002b) hipotetiza, a partir de observaciones en animales, que la
reparacion de drganos lesionados se lograba a partir de células que migraban a través de la sangre,
provenientes de la médula 6sea (MO). Trabajos publicados recientemente, sugieren que la potencialidad de
algunos tipos de células madre adultas podria ser mayor de lo esperado, existiendo células troncales
pluripotenciales en algunos 6rganos adultos con capacidad de diferenciarse en tejidos derivados de
cualquiera de las capas embrionarias. Es importante destacar que para que una célula madre pueda
considerarse pluripotencial tiene que cumplir las siguientes condiciones: en primer lugar, una unica célula
debe ser capaz de diferenciarse a células especializadas procedentes de cualquier capa embrionaria; en
segundo lugar, demostrar la funcionalidad in vitro e in vivo de las células a las que se han diferenciado v,
finalmente, que se produzca un establecimiento claro y persistente de estas células en el tejido diana, tanto
en presencia 0 ausencia de dafio en los tejidos en los cuales se injerta. En estos momentos no existe ningun
estudio que cumpla todos estos criterios de forma estricta, aunque algunos trabajos indican de manera
bastante evidente la posible existencia de células madre adultas pluripotenciales.

El término célula madre mesenquimal fue descrito por primera vez por Friedenstein y colaboradores
en la década de los 70, refiriendose a células aisladas de médula ésea y otros tejidos, como células
adherentes en cultivo (Pittenger y col., 1999; Flores y col., 2006). Posteriormente estas células fueron
caracterizadas por expresar antigenos de superficie como CD73, CD90 y CD105 en ausencia de marcadores
hematopoyéticos y ademas tienen la capacidad de diferenciarse en células como adipocitos, osteocitos y
condrocitos en condiciones especificas de cultivo (Keating, 2006; Brinchmann, 2008; Ho y col., 2008).

Con respecto a la membrana amniética, su organizacion y anatomia microscopica han sido descritas
en detalle en 1960 por Bourne como un sistema de multicapas. La matriz extracelular corionica subyacente y
las células del citotrofoblasto en la gestacién a término estan firmemente adheridas a la decidua materna.

Un trabajo comparativo entre preparaciones de células epiteliales amniodticas y cultivos de células
mesenquimales confluentes aisladas del estroma de la misma, fue realizado en 1991 por Casey y
colaboradores. Se reportd que la sintesis de los colagenos intersticiales era una funcién primaria, pero no

exclusiva, de las células mesenquimales mas que de las células epiteliales (Miki y col., 2005). Se observo que
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la mayor actividad de sintesis del mesénquima para el colageno intersticial era temprana en la gestacion,
declinando al término de éste. El uso de un sistema de cultivo tridimensional, por otra parte, los cuales
mantienen la matriz y las células intactas y en condiciones similares a la situacion in vivo, sugirié que tanto las
células epiteliales como mesenquimatosas contribuyen a la produccion, por lo menos, del colageno tipo lll. La
poblacion celular estd compuesta por células indiferenciadas en su mayoria, pero también se consiguen
células comprometidas con fenotipo mesenquimatico y tipo fibroblasto que expresan vimentina, la cual es una
proteina de filamentos intermedios (Dobreva y col., 2010).

Linju y colaboradores en el 2005, aislaron una poblacién de células multipotentes provenientes del
amnios humano. Estas células expresaron marcadores comunes de células madre mesenquimales,
incluyendo CD105, SH-2, SH-3 y SH-4, y carecian de marcadores de células hematopoyéticas, endoteliales, y
trofoblasticas. Ademas presentaron marcadores de superficie especifico de los estadios tempranos del
desarrollo como SSEA-4 y de rechazo tumoral TRA -1-60 y TRA-1-81. Lograron la diferenciacién adipogénica,
osteogénica, y neurogénica después del cultivo en el marco de las condiciones adecuadas.

Posteriormente en el 2007, Alviano y colaboradores obtienen una poblacion de células madre
mesenquimales multipotentes de origen fetal, provenientes del estroma de la membrana amniética humana,
encontrando que la proliferacion y el potencial de diferenciacién de éstas, era superior a las de las células
madre mesenquimales derivadas de tejidos adultos. Las células fueron aisladas facilmente a través de la
digestion mecanica y enzimatica, y mostraron morfologia similar a la de los fibroblastos como suele
observarse en las células madre mesenquimales derivadas de la médula dsea. Ademas, esta investigacion
reveld que la membrana amniética es la unica fuente de células madre mesenquimales que casi no posee
contaminacién de células no fibroblastoides, como son las hematopoyéticas y endoteliales, ya que la
membrana amnidtica es un tejido de sostén totalmente avascular, a diferencia de lo que se ha descrito para
otros tejidos.

Diaz y colaboradores en el afio 2007, aislan dos poblaciones celulares diferentes a partir de
membrana amni6tica humana; una de células mesenquimatosas y la otra de células tipo epiteliales. Las

células aisladas alcanzaron un 80 % de confluencia después de la semana de cultivo. Sélo una de las
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poblaciones expreso la presencia de marcadores de células madre mesenquimales y sélo ésta mostré tener
una mayor capacidad de diferenciacion hacia adipocitos, osteoblastos y condrocitos, para lo cual emplearon,
medios inductores comerciales. La diferenciacion fue evidenciada mediante coloraciones histoquimicas e
inmunocitoquimica, asi, para la diferenciacion adipogénica se usé la tincion con Aceite Rojo O, la
condrogénica fue revelada con Hematoxilina/Eosina, Safranina O y con anticuerpos contra Colageno tipo Il y
agrecan y para la diferenciacion osteogénica emplearon tincion con Rojo de Alizarina S. Ademas,
determinaron la expresion de genes especificos para dicha diferenciacién por medio de la reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) en tiempo real.

En el 2008, Marcus y colaboradores caracterizaron una poblacién de células madre aisladas de
explantes de membrana amniética de fetos de rata. Estas expresaron marcadores de superficie CD29 y
CD90, pero la expresion fue negativa para los marcadores linfohematopoyético CD45 y CD11b. Para evaluar
la plasticidad, tanto los cultivos primarios como los subcultivos, fueron sometidos a una serie de condiciones
de cultivo destinadas a fomentar la diferenciacién en tipos celulares derivados del neuroectodermo,
mesodermo y endodermo, con lo que lograron la diferenciacién adipogénica, osteogénica y neurogénica pero
no la diferenciacion hacia un fenotipo hepatico. Las células se mantuvieron a través de los pasajes sin perder
su plasticidad. Se sugiere que las células provenientes del estroma la membrana amniética son capaces de
mantener a largo plazo su capacidad de autorenovacion y multidiferenciacién, reuniendo las caracteristicas de
una poblacion de células madre mesenquimales.

Células madre mesenquimales de membrana amnidtica humana, fueron aisladas y cultivadas
exitosamente por Mihu y colaboradores en el 2009. Estas células fueron obtenidas por disgregacion mecanica
y enzimatica con tripsina-colagenasa V y su adhesién ocurri6 después de los 2 dias de iniciado el cultivo
primario, resultando una poblacion heterogénea, la cual se homogeneizd en subcultivos posteriores,
predominando células de morfologia ahusada, fibroblastoide tipica. Las células aisladas, una vez lograda la
adhesién y proliferacion, alcanzaron un 70-80 % de confluencia después de los 10 dias de cultivo,
disminuyendo el tiempo de duplicacion entre los subcultivos. Reportaron su capacidad clonal, estabilidad

genética y la expresion de marcadores caracteristicos de células madre, con una expresion positiva para
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marcadores de Multipotencialidad, Fosfatasa Alcalina, Oct-4, SSEA-4, marcadores de células madre
mesenquimales CD29 y CD105, Sox-2 y Nanog pero también revelan una expresion negativa para antigenos
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad HLA, describiéndolas como células inmunoldgicamente
inmaduras.

En el 2010, Diaz y colaboradores nuevamente aislan, cuantifican y caracterizan células derivadas de
la membrana amnidtica humana. Estas células fueron obtenidas por disgregacion enzimatica y posteriormente
caracterizadas por citometria de flujo. Se realizaron estudios inmunofenotipicos que demostraron la expresion
de marcadores comunes de células troncales de origen mesenquimal CD29, CD73, CD90, CD105 y CD166,
asi como marcadores de células madre embrionarias SSEA-4 y marcadores de células de origen
mesenquimatico Stro-1. La cuantificacién se llevo a cabo mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa (RT-PCR) en tiempo real. De igual manera, analizan su potencial de diferenciacion
in vitro hacia linajes celulares mesodérmicos mediante coloraciones histoquimicas e inmunocitoquimica.

Ademas de los estudios descritos anteriormente, existen otros que sefialan diferenciacion hacia un
fenotipo cardiomiogénico (Peng y col., 2005), neural (De Coppi y col., 2007), endotelial (Radisky y La Barge,
2008), y epitelial (Rodriguez, 2011). La membrana amnidtica junto con las células obtenidas de su estroma,
también han sido utilizadas en ingenieria de tejidos para el tratamiento de quemaduras, ulceras, heridas
cronicas o defectos cutaneos empleandolas en la creacién de equivalentes de piel viva, es decir, en la
creacion de vendajes quirlrgicos como sustitutos dérmicos (Yang y col., 2009). Han sido usadas en la
restauracion de la superficie conjuntival y ocular (Tejwani y col., 2007); asi como para la reconstruccion de la
cavidad oral (Rinastiti y col., 2006), vejiga y vagina; timpanoplastia (Fernandes y col., 2005) y como
biomaterial para la fabricacion de soportes de cultivo celular (Ferreira 'y col., 2007; Niknejad y col., 2008; Kim
y col., 2009; Muifios, 2010; Diaz y col., 2011; Tan y col., 2011).

Actualmente, Diaz y colaboradores continuan estudiando no solo la utilidad de la membrana
amniotica como fuente de células madre mesenquimales, sino también como sustrato bioldgico en el
tratamiento de la osteoartritis. Los modelos de reparacion in vitro de cartilago articular humano, empleando

condrocitos, células madre mesenquimales amnidticas humanas y células epiteliales amniéticas humanas
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cultivadas sobre la membrana amniotica, mostraron la sintesis de un tejido de reparacion fibrocartilaginoso
que mostrd buena integracion con el tejido nativo. Ademas, los resultados revelan que la reparacion era de
mayor calidad cuando se empleaban células madre mesenquimales de la membrana amnidtica, que cuando
se utilizaban condrocitos humanos, sugiriendo que esta puede ser un modelo muy util en la reparacion de las
lesiones y el deterioro de la integridad del cartilago hialino y hueso subcondral y en el mejoramiento de

la comprension de los eventos moleculares implicados en la condrogénesis (Muifios, 2010).
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3. JUSTIFICACION

La busqueda de alternativas de donde extraer células madre sin suponer un riesgo para el donante y
que se encuentren en gran cantidad, ha llevado al desarrollo de técnicas que permitan cultivar, caracterizar y
diferenciar las células troncales de naturaleza mesenquimales extraidas de la membrana amniética, la cual no
acarrea problemas técnicos, éticos o morales ya que es un tejido extraembrionario de facil acceso y
manipulacién, considerado como residuo clinico. El propésito actual para los investigadores es aislar células
madre mesenquimales y usarlas como fuente de reparacion tisular en diversos campos de la bioingenieria y
terapia celular. Para esto es necesario su expansion y caracterizacion bioldgica, asi como su diferenciacion in
vitro en distintos linajes.

Son pocos los estudios reportados acerca de estas células troncales y a nivel nacional no se han
realizado trabajos con membrana amnidtica como fuente de obtencién, posiblemente debido a la limitada
experiencia y recursos escasos de los laboratorios capaces de llevar a cabo estas investigaciones. Se ha
propuesto contribuir con dichos estudios, ideando un protocolo facilmente reproducible que conlleve al
incremento de la efectividad de los ya existentes; todo esto con el fin de crear modelos experimentales in vitro
que puedan ser extrapolados en seres humanos y otras especies y que permitan aumentar el conocimiento
sobre la biologia de estas células, llevando a la expansion de sus posibles usos en tratamientos de ciertas
patologias y enfermedades degenerativas en las que la ciencia no habia asomado alguna posibilidad de cura;
por lo que en el presente proyecto se planted el desarrollo de técnicas que involucran un trabajo mas eficiente
en cuanto al aprovechamiento del tiempo y recursos, permitiendo el establecimiento de las condiciones
Optimas para el aislamiento, mantenimiento, crecimiento y caracterizacion de las células madre
mesenquimales del estroma de la membrana amniética de fetos de ratén. Ademas se comprob6 la hipdtesis
de si se considera que la diferenciaciéon de estas células es influenciada por factores epigénicos, entonces
brindando in vitro un microambiente circundante inductor suministrando diferentes condiciones de cultivo,

podrian canalizarse hacia un fenotipo adiposo, cartilaginoso y dseo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Establecer cultivos de células madre mesenquimales provenientes del estroma de la membrana
amnidtica de fetos de raton y analizar la potencialidad de diferenciacion in vitro de estas células troncales bajo

diferentes estrategias de induccion.

4.2. Objetivos Especificos
1. Aislar las células madre mesenquimales provenientes del estroma de la membrana amniética y

evaluar la viabilidad celular después de la disgregacion enzimatica.

2. Establecer cultivos en monocapa de las células madre mesenquimales aisladas y determinar las

condiciones dptimas para el mantenimiento y crecimiento de estas en cultivo.

3. Caracterizar morfologica y bioquimicamente in vitro las células madre mesenquimales mediante

técnicas de microscopia de luz, coloraciones histoquimicas y determinaciones inmunocitoquimica.

4. Ensayar métodos inductores de la diferenciacién in vitro de las células madre mesenquimales a un

fenotipo 6seo, cartilaginoso y adiposo, usando diferentes medios inductores y sistema de monocapa.

5. Evaluar la diferenciacion fenotipica por medio de técnicas histoquimicas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material biolégico

Para el establecimiento del cultivo de las células del estroma de la membrana amniética se utilizaron
fetos de ratones de entre 14-17 dias de gestacion, de la especie Mus musculus, cepa NMRI obtenidos del
Bioterio del Instituto de Biologia Experimental (IBE) y del Bioterio del Instituto Nacional de Higiene Rafael
Rangel (INHRR).

El material bioldgico sobrante fue descartado segun los reglamentos del laboratorio.

5.2. Estudio histolégico de la membrana amnidtica de fetos de raton

Membranas amniéticas con buena integridad estructural, fueron fijadas usando formalina neutra al
10% (Ver apéndice 11.2.1.) en la que se dejaron por una semana, luego de lo cual fueron deshidratadas en
una bateria creciente de etanol alcanzando de manera paulatina el etanol al 100%. Posteriormente fueron
pasadas por tolueno el cual es una sustancia miscible tanto con el alcohol como con el medio de inclusién a
utilizar y se incluyeron en parafina para ser cortadas en secciones de 5 um. de espesor en un micrétomo
rotatorio (Spencer). Los cortes obtenidos fueron colocados en portaobjeto con albumina de Mayer (Ver
apéndice 11.2.2.) y dejados a temperatura ambiente para que se secaran. Por Ultimo, estos fueron
desparafinados con xilol e hidratados en una bateria decreciente de etanol hasta agua destilada. La
caracterizacion histoquimica del tejido se realiz6 mediante la coloracion de rutina, hematoxilina/eosina.

El medio de adhesion principalmente se usa para potenciar la unién de los cortes al vidrio. La
Albimina de Mayer, actia como mordiente disminuyendo la tension superficial al favorecer la interaccion
entre las cargas del portaobjeto y el tejido y aumenta la capilaridad permitiendo una mayor unién entre ambos

(Montuenga y col., 2009).

5.3. Obtencion y establecimiento del cultivo primario de las células del estroma de la membrana

amniotica
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Para la obtencion de las células del estroma de la membrana amniética, los ratones se sacrificaron
por dislocacion cervical y se disectaron asépticamente en la campana de flujo laminar horizontal, haciendo
una incision media ventral seguida de un corte transversal en la piel de la linea media del abdomen. Esta se
levant6 y luego se separd la musculatura adyacente; exponiendo las visceras las cuales se apartaron dejando
al descubierto los fetos en los cuernos del utero, que posteriormente fueron transferidos a una placa de Petri
con Solucion Buffer Fosfato (PBS. Ver apéndice 11.1.1.) libre de calcio y magnesio, para realizar la extraccion
de las membranas amniéticas. Los fetos se liberaron de los cuernos del utero, asépticamente en la campana
de flujo laminar vertical, dejandolos envueltos Unicamente en su membrana amnidtica; la cual se encuentra
unida a su vez, a la placenta.

Las membranas amniéticas fueron retiradas; desechando la placenta y los embriones. Seguidamente
se transfirieron a una placa de Petri donde fueron lavadas repetidamente en PBS para retirar los restos de
sangre y se disectaron por disgregacion mecanica usando tijeras finas hasta obtener secciones pequefias de
aproximadamente 2 mm. las cuales fueron sometidas a distintos tratamientos.

Las estrategias utilizadas para establecer los cultivos primarios de las células mesenquimales, fueron
la del cultivo por explante y la de disgregacion enzimatica; siguiendo las metodologias propuestas por Marcus
y colaboradores en 2008 y Mihu y colaboradores en 2009, respectivamente; con algunas modificaciones, las

cuales son descritas a continuacion.

5.3.1. Cultivo por explantes

El cultivo por explante consiste en la siembra en un sustrato o soporte de cultivo en una interface
liquida-gaseosa, de pequefios trozos de tejido, dando como resultado la migracién de células desde el
fragmento. Este crecimiento irradiado, permite la obtencién de zonas de monocapas que se pueden
subcultivar, amplificando la poblacion celular (Freshney, 2000).

Para el establecimiento de los cultivos por explantes fueron procesadas un total de 5 muestras de las

cuales se obtuvo un promedio de 8 amnios por cada una.
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Las secciones de tejido obtenidas se colocaron equidistantemente en placas de cultivo plasticas,
estériles. Luego de que los trozos se adhirieran a la placa, se les agregd medio de cultivo Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM, GIBCO) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB, GIBCO), antibioticos,
aminoacidos no - esenciales (GIBCO) y piruvato de sodio (GIBCO), como fuente extra de energia (Ver
apéndice 11.1.2.). De ahora en adelante, al medio de cultivo con esta composicion descrita, se nombrara
como medio nutritivo.

En este caso, este tipo de cultivo fue posible ya que se ha determinado que los cortes transversales
de las membranas amniéticas, presentan gran cantidad de tejido conectivo, lo que permite de manera mas
rapida la migracion y proliferaciéon de las células. Las poblaciones celulares obtenidas fueron fijadas para

caracterizaciones morfolégicas e inmunocitoquimicas (Resultados no mostrados).

5.3.2. Disgregacion enzimatica

Consiste en la siembra en un sustrato de cultivo en una interface liquida-gaseosa, de una suspension
celular derivada de una disgregaciéon con enzimas, dando como resultado una monocapa de células
adherentes. La densidad celular que se obtiene por este método viene determinada por la superficie utilizable
(inhibicion del crecimiento por contacto). Su principal ventaja es la facilidad del cambio de medio sin mas que
verter y reponer el medio, debido a que las células permanecen adheridas al sustrato de cultivo (Freshney,
2000).

Para el establecimiento de este tipo de cultivo primario fueron procesadas 19 muestras, aislandose
una densidad total de entre 400000 y 600000 cél./mL/muestra.

Las secciones de tejido obtenidas fueron incubadas con agitacién con una mezcla en proporcion 1:1
de las enzimas Tripsina al 0,125% (GIBCO. Ver apéndice 11.1.3.) en base de una solucién PBS y
Colagenasa tipo V al 0,05% (1 mg/mL, GIBCO. Ver apéndice 11.1.4.), a 37 °C durante 15 minutos. A la
suspension celular resultante se le agregd medio nutritivo para inactivar el efecto de la tripsina y se centrifugd
a 724,5 g por 10 minutos. El taco celular obtenido fue resuspendido en medio nutritivo y se realizé el contaje

celular para conocer cuantitativamente la densidad celular dentro del cultivo y la cantidad de células viables,
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la cual fue determinada por medio del colorante de exclusion azul tripano y el uso de un hemocitometro
(BOECO). Finalmente, este fue sembrado en frascos de cultivo estériles cuya area dependié del nimero de
células viables obtenidas, los cuales fueron pretratados con gelatina al 1% (GIBCO. Ver apéndice 11.1.5.).
Numerosos estudios parecen indicar que el tratamiento de las superficies de cultivo con compuestos
biolbgicamente activos pueden inducir alteraciones especificas en el comportamiento celular, favoreciendo
la adherencia y crecimiento de las células (Freshney, 2000).

Los cultivos por explantes y los de disgregacion enzimatica, fueron mantenidos en una incubadora a
37 °C, en atmdsfera himeda al 5% de CO,. Cuando se trabaja con recipientes abiertos en incubadoras, se
debe contar con una adecuada fase gaseosa de 95% aire - 5% CO2 para mantener un pH de 7,2- 7,4; similar
al fisiolégico, dptimo para el crecimiento de la mayoria de las células (Herrero, 2004), con lo que se logra un
microambiente funcional in vitro en el cual se mantendra la viabilidad celular. El medio fue reemplazado
periddicamente de manera aséptica en la campana de flujo laminar vertical, 1 0 2 veces por semana para asi
eliminar los restos de células y detritos, hasta que fuese alcanzada la semiconfluencia. Una vez que las
células se multiplicaron cubriendo 80-90 % de la superficie disponible del recipiente de cultivo, en el caso de
los cultivos en monocapa y en el caso de los cultivos por explantes, se observd un halo de irradiacién 4 0 5
veces mas grande que el explante de donde proviene; se realizaron los subcultivos con el fin de amplificar la
poblacion celular y controlar la densidad del indculo inicial asegurando el trabajo en condiciones dptimas de

crecimiento.

5.4. Establecimiento de subcultivos

Tanto los cultivos por explantes como los cultivos en monocapa, fueron sometidos a un proceso de
disgregacién en una mezcla en proporcion 1:1 de tripsina al 0,125% y Acido Etilendiaminotetraacético al
0,02% (EDTA, Sigma. Ver apéndice 11.1.6.), incubandolos a 37 °C en atmosfera himeda al 5% de CO2 por 5

minutos.
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La amplificacidn celular se llevé a cabo en placas o frascos de cultivo, cuya area dependié del numero
de células viables obtenidas. EI mantenimiento de los subcultivos se realizd de la misma forma y bajo las
mismas condiciones que para los cultivos primarios, descritas anteriormente.

Es de gran importancia recalcar que las células obtenidas de los subcultivos fueron las utilizadas

posteriormente en los ensayos de proliferacion y caracterizacion celular.

5.5. Evaluacién de la eficiencia de unidades formadoras de colonias fibroblastoides (UFC-F)

La evaluacion de la eficiencia de unidades formadoras de colonias fibroblastoides permitio estudiar la
capacidad de expansion, propagacion y auto-renovacion a baja densidad de las células mesenquimales en
cultivo, cada una capaz de dividirse por mitosis y de originar nuevas células indiferenciadas. Todas las células
agrupadas juntas conforman una colonia.

La elaboracion de estos cultivos se realizd de la misma forma y bajo las mismas condiciones que para
el establecimiento de los cultivos por disgregacion enzimatica. Una vez obtenido el taco celular resuspendido
en medio nutritivo, se realizaron siembras a baja densidad de la siguiente manera: Alicuotas de 500
células/mL fueron sembradas en placas de 35 mm. con medio nutritivo. Estas se incubaron a 37 °C en
atmésfera humeda al 5% de CO2 con cambios de medio periddicos durante 14 dias. Luego las células se
fijaron usando metanol al 100% por 5 minutos. Transcurrido el tiempo se afiadié colorante Azul de Toluidina y
se dejé actuar por unos 10 minutos para crear artificialmente un contraste diferencial entre los diversos

elementos y asi poner de manifiesto las diferentes estructuras celulares (Resultados no mostrados).

5.6. Ensayos de proliferacion
Los ensayos de proliferacion permitieron observar el crecimiento de la poblacion de células del
estroma de la membrana amniética en condiciones in vitro. Asimismo, permitieron comparar la influencia de

factores solubles presentes en el medio, sobre la proliferacion in vitro de dichas células.
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5.6.1. Curva de crecimiento

El crecimiento celular implica el incremento de todos los componentes de la célula, lo que se traduce
en un aumento en la masa celular y posteriormente, su multiplicacion. Para poder predecir la proliferacion de
un cultivo es importante conocer la cinética de crecimiento de éste, lo que nos permite estudiar las respuestas
de la célula ante un estimulo particular. La curva de crecimiento permite corroborar el 6ptimo crecimiento y
mantenimiento in vitro de las células (Sharp, 1980).

Para ello fue necesario disgregar las células incubandolas a 37 °C en atmdsfera humeda al 5% de
CO2 por 5 minutos en una mezcla en proporcion 1:1 de tripsina al 0,125% — EDTA al 0,02%. Posteriormente
se realizd el contaje un hemocitometro utilizando el colorante de exclusion azul tripano y se utilizaron placas
plasticas 6X4 como superficie de cultivo, donde fueron sembradas aproximadamente 50.000 células por pozo
(células/pozo), las cuales se mantuvieron en incubadora a 37 °C, en atmdsfera himeda al 5% de CO2; con
medio nutritivo.

Las células fueron incubadas durante 11 dias, realizandose contaje celular en un hemocitémetro
utilizando el colorante de exclusion azul tripano, en el 4to, 7mo, 9no y 11vo dia de cultivo.

A partir de la informacion arrojada por el contaje en cuanto al niumero de células, se realiz6 una curva
de crecimiento celular mostrando el logaritmo del numero de células vivas en funcion del tiempo.

Ademas, se realizaron ensayos de la misma forma y bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente, usando medio nutritivo suplementado de dos maneras diferentes (Tabla 3), con el proposito de
ensayar a que concentraciones de SFB se obtenia una mayor tasa de proliferacién celular: una de las placas
fue mantenida con medio nutritivo suplementado con 15% SFB y la otra con medio nutritivo suplementado con
20% SFB. La variacion significativa del patrén de crecimiento celular entre los distintos tratamientos fue
determinada por medio de un Andlisis de Varianza (ANOVA) con un n = 6 y un nivel de significancia de a =
0,05, donde p < 0,05 fueron considerados significativos; cuyos datos son representados como media y media
1 0,95 (intervalo de confianza de 95%) x desviacién estandar (SD). Con esta prueba se plateo la hipétesis
nula de que todas las medias son iguales y por lo tanto no hay diferencia estadisticamente significativa entre

los patrones de crecimiento de las células del estroma de la membrana amnidtica de fetos de raton, en medio
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de cultvo DMEM suplementado con 15% SFB y 20% SFB. La prueba estadistica se realizd usando el

programa Sigma Plot 7.0.

Tabla 3. Composicién de los medios de cultivo ensayados en estudios comparativos de proliferacién celular.

% Suero
Medio Fetal Bovino Otros Suplementos
(SFB)

» 50 pg/mL de Gentamicina

» 100 pg/mL de Estreptomicina
DMEM 15% > 1 mM de Piruvato de Sodio

> 1 mM de Aminoacidos No Esenciales

» 50 pg/mL de Gentamicina

» 100 pg/mL de Estreptomicina
DMEM 20 % > 1 mM de Piruvato de Sodio

> 1 mM de Aminoacidos No Esenciales

El crecimiento de la poblacién también se evalud microscopicamente mediante un microscopio
invertido de contraste fases Olympus IX50 el cual se encuentra acoplado a una computadora con la que se

tomaron los registros fotogréficos digitales usando el programa TV TURNER.

5.6.2. Método del MTT

Para la determinacién de la proliferacion celular también se utilizd el método del MTT [3-(4,5 Dimetil,
tiazol-2y1)-2,5 Bromuro de Difenil Tetrazolium] el cual se fundamenta en la reduccién de la sal de tetrazolium
soluble en agua, a un cristal insoluble de color violeta, denominado formazan, debido a la ruptura del anillo
tetrazolium por la activacion de las enzimas succinato deshidrogenasas de las mitocondrias activas y el cual
queda atrapado en el interior de las células. Este método ha sido muy utilizado para medir cuantitativamente
supervivencia y proliferacién celular en forma de densidad Optica, donde la cantidad de células
metabolicamente activas es proporcional a la cantidad de formazan producido (Mosmann, 1993 citado en
Calderon, 2007).

Para llevar a cabo este método, fueron utilizadas placas plasticas 6x4 como superficie de cultivo

donde se realizaron siembras a una densidad de 30.000 células/pozo; incubandose 10 dias bajo las mismas
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condiciones de los cultivos celulares. Al 4t, 7m0y 10me se retird el medio de cultivo dejando la placa lo méas
seca posible y se les agregd 50 pL por pozo (pL/pozo) de MTT disuelto en PBS (0,4 mg/mL, Sigma),
incubandolas a 37 °C en atmésfera humeda al 5% de CO, durante 3 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacion, el MTT fue descartado y se agregaron 100 pL/pozo de Dimetil Sulféxido (DMSO, Scharlav) en
oscuridad, el cual es un solvente organico, para luego determinar la densidad 6ptica (DO) en un
espectrofotometro Stat Fax — 2100 (AWARENESS Technology INC.) a una longitud de 570 nm.

El analisis estadistico para determinar e identificar las diferentes fases del comportamiento tipico de
las células en cultivo fue realizado mediante un ANOVA con un n = 24 y un nivel de significancia de a = 0,05,
donde p < 0,05 fueron considerados significativos; cuyos datos son representados como media y media +
0,95 x desviacion estandar para cada tiempo de cultivo. Con esta prueba se planted la hipotesis nula de que
todas las medias son iguales y por lo tanto no hay diferencia estadisticamente significativa entre las
densidades 6pticas a los distintos dias de cultivo. La prueba estadistica se realizé usando el programa Sigma

Plot 7.0.

5.7. Caracterizacion morfolégica e inmunocitoquimica de las células del estroma de la membrana
amniética de fetos de raton

Una vez logrado el establecimiento y el mantenimiento de los cultivos, se realizaron, entre otros; los
estudios de caracterizacion de las células del estroma de la membrana amnidtica. La caracterizacion
morfoldgica se llevé a cabo mediante observaciones periddicas al microscopio invertido de contraste fases y
se realizaron coloraciones histolégicas de rutina May Grlinwald-Giemsa. Para caracterizar y evidenciar la
expresion de proteinas citoesqueléticas relacionadas con células indiferenciadas de origen mesenquimatico
en los cultivos, se determiné mediante inmunocitoquimica la expresion de Vimentina y Stro-1. Adicionalmente,
fueron realizadas determinaciones del antigeno H2, molécula del Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

Es preciso mencionar que para llevar a cabo las caracterizaciones, fue necesario realizar cultivos en
frascos especiales que poseen una laminilla en su interior donde se adhieren las células, denominados Tubos

de Leighton. Para cada subcultivo celular, fueron preparadas diluciones con el medio nutritivo, sembrando
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30.000 ceélulas por tubo (células/tubo), los cuales fueron mantenidos bajo las mismas condiciones descritas

anteriormente, hasta que se alcanzo la semiconfluencia.

5.7.1. Observaciones periédicas al microscopio

Las observaciones al microscopio permiten el estudio sobre células vivas. Se emple6 un microscopio
invertido de contraste fases Olympus IX50 cuyo principio funcional se fundamenta en una interaccién entre la
luz que difractan las células por las estructuras Opticamente densas de la muestra, los rayos que atraviesan
areas menos densas y las diferencias en los indices de refraccion que se convierten en diferencias de
amplitud que el ojo puede detectar.

Este a su vez, se encuentra acoplado a una computadora con la cual se tomaron los registros,

digitalizando la imagen observada, usando el programa TV TURNER.

5.7.2. Coloracion histolégica de rutina May Griinwald-Giemsa

La Coloraciéon May Griinwald-Giemsa también denominada como Pandptico de Pappenheim, es una
técnica que consiste en una combinacion de dos coloraciones sucesivas, la de May Griinwald en base a
eosina y posteriormente la de Giemsa en base a azul de metileno, ambos colorantes neutros. Es muy
sensible al pH, de manera que estructuras celulares con caracter basico fijan los colorantes &cidos (eosina),
mientras que las que poseen caracter &cido fijan los colorantes basicos (azul de metileno), por lo cual tifie
diferencialmente el citoplasma y el ntcleo celular (Urbaneja y col., 1975; Garcia y col., 2006).

El primer paso de la coloracién fue fijar las células que crecian sobre la superficie de cultivo con
metanol 100% por 5 minutos. Posteriormente se afiadio el colorante May Griinwald (MERCK) y se dej6 actuar
por unos 5 minutos. Luego fue lavado el exceso y se colocé colorante Giemsa (MERCK), previamente filtrado
y diluido en proporcién 1:18 con agua destilada, por 20 minutos. Por ultimo, las muestras fueron
deshidratadas sumergiéndola rapidamente, bajo la campana de extraccion, en una bateria de deshidratacion
acetona-xilol (1:0, 2:1, 1:2 y 0:1). Finalmente se dejé en xilol de 3-5 minutos, para después realizar el montaje

permanente en un medio resinoso (Entellan, MERCK) (Urbaneja y col., 1975).
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5.7.3. Determinacién inmunocitoquimica contra Vimentina, Stro-1y H2.

La determinacidn inmunocitoquimica consiste en la deteccion y localizacion de antigenos (Ag) in situ
(cortes de tejido, extensiones celulares e incluso pequefios organismos u 6rganos in toto) utilizando
anticuerpos (Ac) que reconocen especificamente ese antigeno (Montuenga y col., 2009).

Para llevar a cabo la determinacion antigénica se empled el protocolo estandar del sistema
inmunocitoquimico universal SC-2050 Santa Cruz Biotechnology, el cual realiza una coloracién indirecta
(método indirecto). En este caso el marcaje se realizd con enzimas usando el método LSAB (Marcaje
Estreptavidina-Biotina). La Estreptavidina a su vez se encuentra conjugada a peroxidasa. La presencia de
gran cantidad de biotina unida al anticuerpo secundario hace que, se puedan unir un gran nimero de
complejos estreptavidina-peroxidasa, amplificando la sefial (Montuenga y col., 2009). La interaccién del
complejo biotina - estreptavidina - peroxidasa con el sustrato para peroxidasa, el cromogeno
Diaminobencidina (DAB), junto con la activaciéon enzimatica y la oxidacién del cromdgeno, producird una
reaccion visible por precipitacion de éste, en el sitio donde esté presente el antigeno (Morel y col., 2000).

Para determinar la presencia de Vimentina en las células, se us6 como marcador especifico a un
anticuerpo primario monoclonal de ratén contra vimentina humana (mouse monoclonal antihuman vimentin,
dilucién 1:100), la cual es una proteina de filamentos intermedios tipo Il expresada en el citoplasma de las
células de origen mesenquimal.

Las muestras fueron fijadas con metanol 100% por 5 minutos y luego se incubaron por 10 minutos
con solucion de Perdxido de Hidrégeno al 3%. Antes de agregar el reactivo portador de la peroxidasa, es
necesario incubar con peroxido de hidrogeno, agente bloqueante de la peroxidasa enddgena; para evitar la
peroxidacion posterior del sustrato por ésta (Morel y col., 2000). Transcurrido el tiempo, las muestras fueron
lavadas con PBS y se incubaron por 2 horas con un buffer que contiene el anticuerpo primario a ensayar. Se
lavd con PBS, descartando el exceso para incubar por 30 minutos con una solucion que contiene el
anticuerpo secundario biotinilado y posteriormente fueron lavadas nuevamente con PBS para incubar por 15
minutos con una solucién Estreptavidina — Biotina — Peroxidasa HRP. Para evidenciar la reaccion, se lavé con

PBS y se incub6 durante 30 minutos con una solucion diluida de sustrato para la peroxidasa (0,05 mL por
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cada mL de PBS). Finalmente, las muestras fueron lavadas con agua desionizada, contrastadas con
hematoxilina y deshidratadas para luego realizar el montaje en un medio resinoso, como fue descrito
anteriormente.

Stro-1 ha sido identificado como un antigeno especifico para células indiferenciadas de origen
mesenquimatico. Es un glicoproteina que se expresa en el desarrollo temprano de dichas células, declinando
su expresion en presencia de genes asociados a la diferenciacién (Diaz y col., 2010). Se usé como marcador
especifico a un anticuerpo primario monoclonal de raton anti-stro-1 humano (mouse monoclonal antihuman
stro-1, dilucion 1:100).

Por otra parte, el Complejo Mayor de Histocompatibilidad son moléculas (polisacaridos y proteinas)
que se encuentran en los glébulos blancos (leucocitos) de la sangre y en la superficie de casi todas las
células de los tejidos de un individuo (Jaime, 2001). Cumplen con la funcion de reconocer lo propio de lo
ajeno y aseguran la respuesta inmune (Rus y col., 2005; Flores y col., 2006). En el raton se denominan
antigenos H2. Las células madre embrionarias son células indiferenciadas que no presentan todos estos
antigenos (Mercé, 2009). En particular, las células madre mesenquimales de la membrana amniética, se
caracterizan por su inmadurez inmunologica y como consecuencia, no expresan antigenos de
histocompatibilidad. Se usé como marcador especifico a un anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-H2
de ratdén (mouse monoclonal antimouse H2, dilucion 1:100).

Para evidenciar la presencia tanto de Stro-1 como de H2, se procedio de la misma forma y bajo las
mismas condiciones que para la determinacion con vimentina.

Como control negativo se usaron muestras procesadas mediante el protocolo estandar del sistema
inmunocitoquimico universal SC-2050 Santa Cruz Biotechnology sin afiadir el anticuerpo primario, por lo que
no se obtuvo marcaje y las células se apreciaron unicamente coloreadas con hematoxilina, ya que ésta es
utilizada para contrastar los ensayos inmunocitoquimicos y de no haber expresion del antigeno de interés,
s6lo se observaria la tincién ocasionada por ella. Se empled una escala subjetiva, utilizando estas muestras
como valor minimo, definido por ningun signo positivo. En las determinaciones del antigeno H2, como control

positivo se utilizaron muestras de fibroblastos de ratdn.
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5.8. Ensayos de induccion a la diferenciacion en cultivos en monocapa

La poblacién homogénea de células con morfologia fusiforme obtenidas del cultivo primario, fue
sembrada en cultivos en monocapa siguiendo el procedimiento que se describe a continuacion y repitiéndolo
para cada condicion a ensayar. Este sistema de cultivo, permite brindar a las células el microambiente
circundante inductivo de la expresion de caracteristicas de un fenotipo diferenciado.

Luego de realizar un conteo de células viables se realizaron 4 suspensiones diluidas, sembrando con
medio nutritivo en placas de 35 mm., una densidad de 55.000 células/placa y dejando transcurrir unas 24
horas para que las células se adhirieran al sustrato plastico. Posteriormente, el medio nutritivo fue extraido y
se agregé el medio control y los medios a ensayar: el medio de induccion condrogénica, el medio de
induccion osteogénica y el medio de induccién adipogénica, cuya composicién se muestra en la tabla 4 (Ver

apéndice 11.1.8.).

Tabla 4. Factores solubles ensayados en el medio base para inducir la diferenciacion osteogénica, condrogénica y
adipogénica de las células mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica, sembradas en sistemas de cultivo en
monocapa.

Diferenciacion Medio de % Suero Fetal Bovino Otros Suplementos
Celular Cultivo (SFB)
» 50 pg/mL de Gentamicina
» 100 pg/mL de Estreptomicina
0
Control DMEM 10% SFB > 1 mM de Piruvato de Sodio
> 1 mM de Aminoacidos No Esenciales

5 pg/mL de Insulina Recombinante
50 ug/mL de Acido Ascorbico
1x107 M de Dexametasona

10 mM de B-Glicerolfosfato

Osteogénica | Medio Control 10% SFB

Y VYV

5 pg/mL de Insulina Recombinante
50 pg/mL de Acido Ascérbico
1x107 M de Dexametasona

Condrogénica | Medio Control 10% SFB

Y VYV

10 pg/mL de Insulina Recombinante
1 UM de Dexametasona

0,5 mM de Isobutilmetilxantina

200 uM de Indometacina

Adipogénica | Medio Control 10% SFB

Y VYV
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Estas placas fueron incubadas a 37 °C en atmdsfera humeda al 5% de CO2 por 2-4 semanas, con
cambios periodicos de medios. Transcurrido el tiempo de induccidn, las placas se fijaron con metanol 100%
para los cultivos controles y de induccion osteogénica y condrogénica y con formalina 10% para los cultivos

de induccion adipogénica; finalmente se realizaron las evaluaciones histoldgicas correspondientes.

5.9. Evaluacion histoquimica de la diferenciacion celular

Con el fin de observar cambios morfoldgicos que ocurrieron durante la diferenciacion in vitro de las
células madre mesenquimales de la membrana amnidtica de ratdn, se llevaron a cabo observaciones
periddicas al microscopio invertido de contraste de fases, tomandose registros fotograficos digitales. Ademas,
se realizaron coloraciones histoquimicas (Ver apéndice 11.3.) que evidenciaron la diferenciacion fenotipica y
bioquimica de estas células, como se describe a continuacion.

El Rojo de Alizarina S es un colorante que evidencia la presencia de depdsitos de fosfatos de calcio,
propios de las primeras etapas de mineralizacion de la matriz extracelular dsea por medio de la coloracién de
los mismos con una tonalidad rojo intenso o naranja. Las muestras fueron lavadas rapidamente con agua
destilada y sometidas por 10 minutos a una solucién de Rojo de Alizarina S al 2% a la que previamente se le
ajusto el pH a un rango de 4,1 — 4,3, observando al microscopio el nivel de coloracion. Al producirse la
reaccion, se realizaron sucesivos lavados con PBS para eliminar el exceso de colorante (Rodriguez, 2005).

La Safranina O es un colorante que pone en manifiesto los glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados
presentes en la matriz extracelular cartilaginosa los cual se evidenciaron por medio de una coloracion roja
intensa. Estos se encuentran normalmente en el tejido nativo, formando agrecan (Blanco y col., 2007). Las
muestras se sometieron por 7 minutos a una solucion previamente filtrada de Hematoxilina, luego de lo cual
fueron lavadas con agua corriente; seguido se agreg6 por 3 minutos el colorante Fast Green al 0,001%. Se
extrajo el colorante y se agreg6 acido acético al 1% por 15 segundos y por Ultimo se adicion6 la solucién de
Safranina O al 0,1% por 5 minutos la cual fue lavada con agua corriente (Prophet y col., 1995).

El Fast Green es un colorante que permite evidenciar las fibras de colageno presentes en la matriz

extracelular cartilaginosa por medio de una coloracion verde palida, proporcionando una informaciéon mas
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detallada sobre su estructura y su composicidn (Blanco y col., 2007). La Hematoxilina es un colorante béasico,
el cual tifie fundamentalmente estructuras celulares de caracter acido, permitiendo contrastar los nucleos por
medio de una coloracion violeta, al unirse esta a los grupos fosfato (anidnicos) de los acidos nucleicos
(Garcia y col., 2006).

El Azul de Toluidina es un colorante que pone en manifiesto la presencia de residuos aniénicos de
tipo sulfato, propios de los proteoglicanos (PGs) &cidos sulfatados, presentes en la matriz extracelular del
cartilago joven mediante una coloracién purpura; gracias a la capacidad metacromatica de este (Montuenga y
col., 2009). Las muestras se sometieron a agua destilada y luego se cubrieron con solucién de Azul de
Toluidina al 0,1%, dejando actuar el colorante por 10 minutos. Al producirse la reaccion, se realizaron
sucesivos lavados con agua destilada para eliminar el exceso de colorante.

El Azul Alcian es un colorante que permite visualizar la presencia de glicosaminoglicanos &cidos
carboxilados, propios de la matriz extracelular cartilaginosa, los cuales se tifien de azul. Las muestras se
lavaron con solucion de acido acético al 3% por 3 minutos. Fueron coloreadas con Azul Alcian pH 2,5 durante
40 minutos. Transcurrido el tiempo se contrastaron los nucleos con Hematoxilina de Mayer, dejando actuar a
este por 30 segundos. Se lavo por 5 minutos con agua corriente y con agua destilada para eliminar el exceso
de colorante (Lev y Spicer, 1964).

El Sudan Ill es un colorante que permite evidenciar la presencia de adipocitos coloreando las
vacuolas lipidicas que aparecen durante la diferenciacion, con una tonalidad rojo o naranja. Las muestras
fueron incubadas en etanol al 70% por 10 minutos y coloreadas con Sudan Il al 0,2% por 5 minutos.
Transcurrido este tiempo se lavo con etanol al 70% y con agua destilada. Los nucleos se contrastaron con
Hematoxilina por 5 minutos y por ultimo se lavé por 10 minutos con agua corriente (Martinez y Gragera,

2008).
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6. RESULTADOS

6.1. Estudio histolégico de la membrana amniética de fetos de raton
La membrana amnidtica se examin6 histolégicamente utilizando la tincién hematoxilina/eosina (Figura

7A), técnica que nos permitié realizar un analisis microscopico de las estructuras de la misma (Figura 7B).

Citoplasma

Figura 7. Corte longitudinal de la membrana amniética de fetos de ratdn tratada con la técnica de coloracion hematoxilina/eosina. A:
Corte histoldgico 100X. B: Corte histologico 200X. Se detalla la estructura del amnios como sistema de multicapas.

Se observa como el amnios esta formado por una Unica capa ininterrumpida de epitelio, constituido
por células cubicas de las cuales se distingue un citoplasma medianamente basdfilo con nlcleos esféricos
intensamente basdfilos. Este se extiende sobre la membrana basal gruesa y continua que presenta una
tonalidad intensamente basdfila. A su vez, dicha membrana se encuentra adherida a la capa estromal, cuyo
grosor puede variar no solo entre individuos, sino también entre los diferentes estadios gestacionales. En ella
se aprecian extensiones citoplasmaticas levemente basdfilas al igual que nucleos esféricos intensamente
basofilos, pertenecientes a las células que la conforman, las cuales corresponden predominantemente a

células fibroblastoides; estas se encuentran inmersas en una matriz extracelular secretada por ellas mismas.
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El material extracelular es el responsable de las propiedades fisicas de este tejido. Esta compuesto por una
matriz organica denominada sustancia fundamental, llamada asi por su aspecto semifluido la cual se
distingue por una coloracion levemente basofila; en el seno de esta sustancia se observan haces de fibras

con tincién basdfila, otro de los componentes esenciales de la matriz extracelular.

6.2. Establecimiento de cultivos primarios de las células del estroma de la membrana amniotica de
fetos de ratén

El cultivo primario se establecié de manera eficaz utilizando tanto, la técnica del explante como la
técnica de disgregacion enzimatica, demostrando asi que las células retienen su capacidad proliferativa

después de la diseccion, disgregacion mecanica e incluso después de ser sometidas a accion enzimatica.

Figura 8. Secuencia del cultivo primario en monocapa de las células adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de
raton, aisladas a partir de explantes. Contraste de fase. 100X. A: Cultivo de 5 dias. B: Cultivo de 12 dias. C: Cultivo de 20 dias. Se observan halos
de irradiacién de distinta extension en su mayoria conformado por células con morfologia fusiforme y numerosas células refringentes en division
(D). D: Detalle de las células ahusadas que irradian a partir de los explantes. Contraste de fase, 400X. Puede apreciarse el ndcleo (N) ovalado y
central, con mltiples nucléolos (NC).
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Los explantes fueron establecidos a partir de trozos de tejido tomados a continuacion de someter a
las membranas amniéticas a un proceso de disgregacion mecanica (Figura 8), obteniéndose una irradiacion
positiva a partir de estos.

Los cultivos se caracterizaron por presentar en los primeros dias un halo de crecimiento, donde las
células proliferaban a partir del trozo de tejido sembrado (Figuras 8A y 8B). Aproximadamente, a los 21 dias
desde el establecimiento del cultivo se formé una monocapa confluente de células con un fenotipo ahusado
en su gran mayoria (Figuras 8C y 8D).

Al analizar los aspectos morfolégicos y el comportamiento in vitro de los cultivos en monocapa de las
células adherentes del estroma de la membrana amnidtica de fetos de ratdon obtenidos por disgregacion
enzimatica, se pudo apreciar en las etapas iniciales, 2 tipos principales de fenotipos celulares (Figura 9) y en
escasa proporcion, un 3¢ fenotipo, los cuales fueron evidenciados con microscopia de contraste de fases.

Los tipos celulares observados en los cultivos primarios se pueden agrupar de la siguiente manera:

v" Una poblacion de células con morfologia fusiforme tipo fibroblasto (Figura 9A), con un nlcleo ovalado
y central, multiples nucléolos y delgadas prolongaciones citoplasmaticas, las cuales formaron en los
cultivos primarios colonias homogéneas fibroblastoides, aunque este resultado fue variable. Por sus

caracteristicas, estas células son consideradas las células troncales mesenquimales (CPM).

v Una poblacion de células con amplio volumen citoplasmatico (células de citoplasma ancho) (Figura

9B), con nucleos ovalados excéntricos y multiples nucléolos.

v Una poblacién de células con morfologia cuboidal o poligonal (Figura 9C), nlcleos esféricos y
multiples nucléolos; que crecian en empalizada al igual que las células de los epitelios. Este tipo

células es enmascarado rapidamente a medida que transcurren los dias de cultivo.
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Figura 9. Poblaciones celulares obtenidas del estroma de la membrana amniética de fetos de ratén. 2 dias de cultivo primario. Contraste de
fase, 100X. A: Poblacion de células con morfologia fusiforme. B: Poblacion de células con amplio volumen citoplasmatico. C: Poblaciéon de células
con morfologia cuboidal que se observa en muy baja proporcion y es desplazada casi en su totalidad, desde las etapas iniciales de los cultivos
primarios.

Las condiciones brindadas a las células cultivadas en monocapa, permitieron la proliferacion y
mantenimiento a mediano plazo de células fusiformes y de citoplasma ancho del estroma de la membrana
amnidtica (Figura 10). Desde la etapa inicial de los cultivos primarios, se aprecié que las células con
morfologia fusiforme, proliferaron répidamente bajo las condiciones in vitro suministradas lograndose
mantenerlas hasta el 3¢ pasaje, conservando su fenotipo fibroblastoide sin mostrar caracteristicas

morfolégicas asociadas a senescencia.
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Figura 10. Secuencia del cultivo primario en monocapa de las células adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de
raton. Contraste de fase. 100X. A: Dia del establecimiento de cultivo. Se observan las células en suspension formando algunos agregados. B:
Cultivo de 1 dias. Se puede apreciar una poblacién heterogénea de células tipo fibroblastos (TF) y células tipo epiteliales (TE); en su mayoria
formada por células con morfologia fusiforme. También se observan células con amplio volumen citoplasmatico (AV). C: Cultivo de 4 dias. D:
Cultivo de 6 dias. Se aprecia el aumento en la poblacion de células fusiformes. E: Cultivo de 9 dias. Los cultivos celulares han alcanzado la
confluencia. Se observan numerosas células en mitosis (D).
6.3. Amplificacién de cultivos primarios de las células del estroma de la membrana amniética de fetos
de ratén

La confluencia de los cultivos se alcanz6 generalmente entre los 7 y 9 dias después de haber sido

establecidos, luego de lo cual se procedio a realizar los subcultivos en los cuales se aprecid una disminucion
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de la heterogeneidad celular, evidenciado mediante el incremento en el nimero de células con morfologia
fusiforme y la disminucion de la poblacion de células con amplio volumen citoplasmatico conforme los cultivos
alcanzaban la semiconfluencia (Figuras 11A, 11By 11C).

De las poblaciones subcultivadas, todas mostraron una adecuada proliferacién lograndose su
desarrollo 6ptimo, ademas del mantenimiento de la viabilidad y la estimulacion del crecimiento a lo largo de 3
pasajes. En la figura 11D se presenta el detalle de una célula perteneciente a un cultivo en el cual se
encontraban en muy baja proporcidn, células que poseian caracteristicas morfolégicas asociadas a

senescencia, caracterizadas por un citoplasma aumentado de tamafio y vacuolado.

Figura 11. Subcultivos en monocapa de las células adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de raton. Contraste de
fase, 100X. A: 1¢ subcultivo, 6 dias de cultivo. B: 29 subcultivo, 6 dias de cultivo. C: 3¢ subcultivo, 6 dias de cultivo. A medida que se realizaron
los sucesivos pasajes e increment6 la densidad celular, se evidencid el aumento en el nimero de células con morfologia fusiforme. D: 3¢
subcultivo, 10 dias de cultivo. Detalle de una célula que se encuentra senescente, en la cual se observan vacuolas citoplasmaticas (Flecha)
rodeando al ndcleo.

Es importante destacar la presencia de numerosas células en divisién que se identifican por los
rebordes citoplasmaticos refringentes, tanto en los cultivos primarios obtenidos por explante y disgregacion
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enzimatica evidenciado en la figura 8C y 10E como en los subcultivos; lo que implica un estado viable. De
todas las muestras procesadas se logrd obtener las células de interés a partir de todas ellas; es decir, la

eficiencia de aislamiento fue de un 100%.

6.4. Determinacion de la proliferacion de las células del estroma de la membrana amniética de fetos
de ratén

Los ensayos de proliferacion permitieron observar y estudiar la respuesta de crecimiento de las
células cultivadas en medio nutritivo con diferentes concentraciones de SFB.

En general, se observd gracias a la curva de crecimiento que estas células presentaron desde el
cuarto dia de establecido del cultivo primario una fase de crecimiento celular, alcanzando una proliferacion
méaxima en el noveno dia (Figura 12). A partir de este punto, se aprecia el establecimiento de una fase
estacionaria caracterizada por una disminucion sostenida del crecimiento poblacional, sin llegar a ser evidente

una fase de muerte celular.
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Figura 12. Comparacion del patron de crecimiento de las células del estroma de la membrana amniética de fetos de ratén, en medio de
cultivo DMEM suplementado con diferentes concentraciones de SFB. En los tres casos, los cultivos mostraron un desarrollo caracterizado por tres
fases. Se aprecia el comienzo de la fase exponencial a los 4 dias de cultivo.
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Aunque las células cultivadas con 20% SFB, mostraron ligeramente una mayor proliferacion con
respecto a las células cultivadas con 15% SFB, y estas a su vez, con respecto a las células cultivadas con
10% SFB; mediante un analisis de varianza (ANOVA) se determind que estadisticamente no se encontraron
diferencias significativas entre los patrones de crecimiento de las células (p=0,937>0.05), aceptandose la
hipétesis nula de que el comportamiento de las células bajo estas condiciones, es similar. Partiendo de esta
premisa, en este trabajo se decidio utilizar como medio base al DMEM suplementado con 10% SFB.

También se estimé6 el patron de crecimiento de las células adherentes del estroma de la membrana
amniética determinando la densidad 6ptica registrada en los cultivos en el transcurso del tiempo mediante el
ensayo del MTT (Resultados no mostrados), donde el aumento de la misma, esta relacionado con el aumento
de la poblacién celular y a su vez, con el aumento en la proporcidn de células viables. De igual manera, se
pudo observar una fase de crecimiento exponencial la cual comienza a los 4 dias de cultivo. En general, estas
células no presentaron una marcada fase de adaptacién debido a que las condiciones de cultivo previas
fueron mantenidas para este ensayo, cultivando las células en su medio nutritivo inicial.

Se determin6 que estadisticamente se encontraron diferencias significativas entre los puntos de la
curva (p=0,0001064<0.05), rechazandose la hipotesis nula, lo que demuestra que al menos una de las
densidades opticas es diferente a las demas. Esta diferencia estadistica se apreci6 al 4 dia de cultivo,
concordando con el comienzo de la fase de crecimiento exponencial.

Las células fueron expandidas mediante sucesivos ciclos de tripsinizacion y cultivadas durante 9 dias
aproximadamente por 3 pasajes, sin mostrar en general, cambios visibles en términos de morfologia y/o
patrones de crecimiento.

Las células individuales con morfologia fusiforme sembradas a baja densidad, compatibles con
células troncales mesenquimales se observaron mediante microscopia invertida (Figura 13); estas formaron

colonias similares a las Unidades Formadoras de Colonias Fibroblastoides.
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Figura 13. UFC-F de las células adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de ratén. Contraste de fase. 100X. A:
Cultivo primario, 2 dias de cultivo. B: Cultivo primario, 4 dias de cultivo. C: Cultivo primario, 7 dias de cultivo. Las células se dispusieron en
colonias aisladas, observandose un incremento en el numero de células a medida que transcurrian los dias de cultivo y las cuales posteriormente
formaron una zona de monocapa.

6.5. Caracterizacion morfoldgica e inmunocitoquimica de las células del estroma de la membrana
amniodtica de fetos de ratén

Una vez logrado el establecimiento y el mantenimiento de los cultivos, se realizaron, entre otros; los
estudios de caracterizacion morfolégica e inmunocitoquimica.

Al evaluar las caracteristicas morfologicas con coloraciones de rutina May Griinwald-Giemsa de las
células provenientes del estroma de la membrana amniética de fetos de ratdn en los cultivos en monocapa,
se observé que estos presentaban basicamente 2 tipos celulares (Figura 14), esto es, células tipo fibroblastos
(TF) y células de citoplasma ancho (AV), predominando las primeras a medida que avanzaban los dias de

cultivo pero sin dejar de estar presente las segundas.
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Figura 14. Coloracién May Griinwald-Giemsa de cultivos primarios y subcultivos en monocapa de las células adherentes del estroma
de la membrana amniética de raton. A: Cultivo primario, 7 dias de cultivo. 40X. B: Cultivo primario, 7 dias de cultivo. 100X. En sentido general, se
observa una poblacion constituida en su mayoria por células con morfologia fusiforme, tipo fibroblastos (TF). También se observan algunas células
con amplio volumen citoplasmatico (AV). C: 2% subcultivo, 7 dias de cultivo. 40X. D: 24 subcultivo, 7 dias de cultivo. 100X. A medida que se
realizaron los subcultivos, fue evidente el aumento en el nimero de células con morfologia ahusada. E: Detalle de una célula adherente de
morfologia fibroblastoide tipica. 400X. F: Detalle de células con amplio volumen citoplasmatico. 400X.

También se pudo apreciar en escasa proporcién, un 3er fenotipo celular caracterizado por una
poblacién de células con morfologia cuboidal o poligonal, similares a células epiteliales (Resultados no
mostrados). Como ya se menciond anteriormente, estas son desplazadas casi en su totalidad, desde las

etapas iniciales de los cultivos primarios.
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Las células de principal interés en este trabajo, son las células tipo fibroblastos. En general, estas
células anclaje dependientes, forman colonias y exhiben morfologia fusiforme con citoplasma ahusado
basdfilo, nicleos ovalados, prominentes, con levemente basofila localizados en la regién mas engrosada del
citoplasma y en cuyo interior se encuentran nucléolos con tincion intensamente basdfila (Figura 14E). Estas,
por sus caracteristicas morfolégicas posiblemente correspondan a células madre de naturaleza mesenquimal.

Las células de amplio volumen citoplasmético poseen una morfologia indefinida (Figura 14F) y
presentan una coloracidn citoplasmatica baséfila con nucleos esféricos, excéntricos y levemente basofilos y
nucléolos intensamente basofilos.

La caracterizacién inmunocitoquimica de estas células se realiz6 mediante un inmunomarcaje de las
proteinas Vimentina, Stro-1y H2. El revelado del marcaje fue realizado con una solucion de Diaminobencidina
(DAB) al 0,05%; este cromdgeno se oxida y forma un precipitado marrén e insoluble, por lo que las células
que resultan positivas para la expresion, presentaron una coloracion parda que determina la ubicacién de la
proteina de interés dentro de la célula.

Este ensayo se realizd en cultivo primario y en un 2% subcultivo. Los dos tipos celulares persistentes
mostraron expresion positiva tanto de Vimentina como de Stro-1, en distintas intensidades. En general, el
nivel de expresion de ambas proteinas se mantuvo constante tanto en los cultivos primarios como en los
subcultivos. Estas a su vez, no mostraron expresion de H2 (Figura 15); caracteristica propia de las células
madre mesenquimales provenientes de tejido embrionario o extraembrionario, las cuales por su inmadurez

inmunoldgica, no expresan antigenos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad.
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Figura 15. Evaluacion inmunocitoquimica de las células adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de raton.
Controles negativos. 100X. A: Sin anticuerpo en contra de Vimentina. D: Sin anticuerpo en contra de Stro-1. G: Sin anticuerpo en contra de H2.
Cultivos primarios, 8 dias de cultivo. 100X. B: Anticuerpo en contra de Vimentina. E: Anticuerpo en contra de Stro-1. H: Anticuerpo en contra de
H2. Segundo subcultivo, 8 dias de cultivo. 100X. C: Anticuerpo en contra de Vimentina. F: Anticuerpo en contra de Stro-1. I: Anticuerpo en contra
de H2. En general, tanto en la determinacion contra Vimentina como en la de Stro-1 se puede observar células fusiformes y de amplio volumen
citoplasmatico con coloracion citoplasmatica parduzca, positivas a la determinacién. En el caso del anticuerpo en contra de H2, no se aprecia
coloracion citoplasmatica parduzca, indicando que la determinacion fue negativa

En la tabla 5, se resumen los resultados subjetivos para la caracterizacion inmunocitoquimica de las
monocapas de las células adherentes del estroma de la membrana amnidtica de fetos de raton. El porcentaje
de ceélulas positivas a estas determinaciones se mantuvo constante tanto en los cultivos primarios como en
los subcultivos sugiriendo que la intensidad y cantidad de células marcadas prevalece a medida que aumenta

el tiempo del cultivo.
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La inmunocitoquimica en contra del antigeno Vimentina y Stro-1, permitié corroborar el mantenimiento

de la naturaleza mesenquimal de estas células en cultivo, incluso después de los diferentes subcultivos.

Tabla 5. Resumen de las evaluaciones de la diferencia en la intensidad del marcaje inmunocitoquimico de las monocapas de las células
obtenidas del estroma de la membrana amniética de fetos de ratén. ++ = Marcaje fuertemente positivo; + = Marcaje Positivo; - = Marcaje Negativo.

Determinacion Inmunocitoquimica

Cultivos Control

Cultivo Primario

240 Subcultivo

Vimentina - ++ ++
Stro-1 - ++ ++
H2 - - -

6.6. Evaluacion morfoldgica e histoquimica de la induccién de la diferenciacion de las células del
estroma de la membrana amniética de fetos de raton

Para observar los cambios morfoldgicos en los cultivos en monocapa se realizaron observaciones al
microscopio de contraste de fases y se determind ademas la expresién de rasgos caracteristicos de los
linajes de interés (Figura 16). Los resultados obtenidos fueron dependientes de los suplementos y
compuestos considerados inductores de la diferenciacion presentes en los medios ensayados.

En los cultivos mantenidos en medio de diferenciacion osteogénico se aprecié la formacion de
nddulos celulares a partir de la 1¢@ semana de induccion, los cuales se forman por union de las células a
continuacion de la formacion de una monocapa, de igual manera se observaron cambios morfologicos en las
células que migraban de estos agregados, caracterizados por la pérdida de su morfologia ahusada
caracteristica inicial, presentando ahora una forma celular estrellada con menor nimero de prolongaciones
citoplasmaticas y de menor tamafio en comparacién con las células de morfologia fibroblastoide de los

cultivos control (Figura 16B); consistente con la morfologia osteobléstica.
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Figura 16. Cultivo primario en monocapa de las células adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de raton a los 8
dias de induccion. A: Cultivo control. Contraste de fase, 200X. Monocapa de células cultivadas en medio control donde no se observa cambios
morfoldgicos aparentes. B: Cultivo mantenido en medio de diferenciacion osteogénico. Contraste de fase, 200X. Se puede observar la formacion
de varias capas de células donde estas presentan una morfologia similar a poligonal (P). C: Cultivo mantenido en medio de diferenciacion
condrogénico. Contraste de fase, 200X. Las células se agruparon formando agregados. D: Cultivo mantenido en medio de diferenciacion
adipogénico en el cual se aprecia en baja proporcion células ahusadas con vacuolas citoplasmaticas refringentes (Recuadro). Contraste de fases,
400X. En general, obsérvese la expresion de rasgos caracteristicos de los linajes de interés, dependiendo del medio ensayado.

Dicha diferenciacion se evaluo histologicamente mediante la coloracion con Rojo Alizarina S para la
cual se observé un marcaje positivo en distintas intensidades de tincion que iba desde naranja hasta rojo, en
todos los cultivos (Figuras 17B y 17C); sugiriendo mineralizacién temprana de la matriz extracelular al
detectar presencia diferencial de sales de calcio depositadas. Este marcaje positivo sélo fue apreciado en los
agregados celules formados, en aquellos en formacién y en las células que irradiaban de estos pero no en las
células aisladas, sugiriendo la capacidad de estas de sintetizar componentes osteogénicos de matriz

extracelular.

55



e : ! "‘ - . .

63 o gtk iz

w7 i SeE Y '_14'" ,'-'lb’-’-'.v« -Aﬂ

- £ 58 ¥ -.‘\ ,\l %“ .‘
- »

o N5 - -vf‘.\}ﬁ.r" V‘A

C

Figura 17. Evaluacion histoquimica de los ensayos de diferenciacion osteogénica en monocapa con Rojo Alizarina S de las células
adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de ratdn. 14 dias de induccion. A: Cultivo control. 100X. Monocapa confluente de
células cultivadas en medio control, la cual resulta negativa a la coloracién. B: Estructuras nodulares con marcaje positivo. 40X. C: Estructura
nodular con marcaje positivo. 400X. Se observan zonas positivas con distinta intensidad de tincién rojiza, evidenciando la presencia en menor o
mayor grado, de depositos de fosfatos de calcio caracteristicos de las primeras etapas de mineralizacion de la matriz extracelular.

Ademas, las células obtenidas a partir del estroma de la membrana amniética de fetos de ratén fueron
inducidas a la diferenciacién hacia un linaje condrogénico; durante este tiempo, las células en presencia de
los factores de diferenciacion mostraron cambios morfologicos a partir de la 1¢@ semana de induccion,
pasando de una morfologia fusiforme a una configuracién redondeada y disminuida de tamafio (Resultados
no mostrados). Estas células se agruparon formando estructuras nodulares (Figura 16C) las cuales
presentaron un marcaje positivo en distintas intensidades a las determinaciones histoquimicas empleadas
para la evaluacién de dicha induccion, sugiriendo la capacidad de estas de sintetizar componentes
condrogénicos de matriz extracelular.

La coloracién con Safranina O permitié demostrar la presencia de glicosaminoglicanos sulfatados,

componentes de la matriz extracelular cartilaginosa, los cuales se evidenciaron por medio de una coloracién
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rojiza moderada (Figura 18B y 18C), tanto en los nodulos completamente formados como en los nédulos en

formacion.

adherentes del estroma de la membrana amnidtica de fetos de raton. 14 dias de induccion. A: Cultivo control. 200X. Monocapa de células
cultivadas en medio control las cuales resultan negativas a la coloracion. B: Agregado celular con marcaje intensamente positivo. C: Nodulos en
formacion con marcaje débilmente positivo. 200X. Se observan nodulos (Recuadros) con distinta intensidad de tincién rojiza, lo que detectar
presencia diferencial de glicosaminoglicanos sulfatados.

La coloracion con Azul de Toluidina reveld6 ademas un claro aumento en la metacromasia,
evidenciando la presencia de residuos aniénicos de tipo sulfato propios de los proteoglicanos &cidos
sulfatados presentes en la matriz extracelular cartilaginosa en formacion, los cuales se tifieron intensamente

de purpura (Figuras 19B 'y 19C).
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adherentes del estroma de la membrana amnidtica de fetos de raton. 14 dias de induccion. A: Cultivo control. 100X. Monocapa de células
cultivadas en medio control donde se observa una poblacién constituida en su mayoria por células con morfologia fusiforme las cuales resultan
negativas a la coloracion. B: Estructura nodular con marcaje positivo. 40X. Gracias a la capacidad metacromatica de este colorante, se pone en
manifiesto la existencia de proteoglicanos acidos sulfatados, presentes en la matriz extracelular cartilaginosa mediante una coloracion rojo
purpura. C: Agregado celular con marcaje positivo. 100X. La coloracion so6lo se aprecid en los nodulos formados y en aquellos en formacion pero
no en las células que migraban de dichos agregados.

También se realizd la coloracién Azul Alcian pH 2,5 que permitié la identificacion positiva mediante
una coloracion intensa dada principalmente por el color azul (Figuras 20B y 20C), de glicosaminoglicanos
acidos carboxilados, componentes principales presentes en la matriz extracelular cartilaginosa.

A nivel general, en todos los cultivos tanto en la induccion osteogénica como en la condrogénica, se
observé variacion en la cantidad y tamafio de los nddulos celulares formados, sin apreciarse un patrén
especifico; asi para los cultivos sometidos a induccién condrogénica se observaron nddulos de gran tamafio y
€en escasa proporcion y pequefios y en mayor proporcidn para la induccion osteogénica. De igual manera, los

nddulos formados presentaron marcaje mas intenso que los que se encontraban en formacion.
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Figura 20. Evaluacion histoquimica de los ensayos de diferenciacion condrogénica en monocapa con Azul Alcian de las células
adherentes del estroma de la membrana amnidtica de fetos de raton. 14 dias de induccion. A: Cultivo control. 200X. Monocapa de células
cultivadas en medio control donde se observa una poblacidn constituida en su mayoria por células con morfologia fusiforme las cuales resultan
negativas a la coloracién. B: Estructura nodular con marcaje intensamente positivo del cual irradian regiones con marcaje mas leve. 40X. C: Zona
de la monocapa con marcaje positivo. 100X. Patrén de distribucion de los glicosaminoglicanos acidos sulfatados identificados mediante una
coloracion azul, que se encuentran en algunas regiones de la monocapa y en la zona central del nédulo celular.

En cuanto a los cultivos mantenidos en medio de diferenciacion adipogénico, se reporta la
visualizacién de multiples vacuolas citoplasmaticas a partir del 8v° dia de cultivo bajo los efectos de los
factores solubles (Figura 16D), observandose pequefas inclusiones citoplasmaticas refringentes que rodean
al nucleo, las cuales se hicieron mas frecuentes y prominentes a medida que transcurrieron los dias de
cultivo. No se aprecié6 cambio morfolégico aparente en las células diferenciadas, aunque estas solo se
obtuvieron en un bajo porcentaje; conservando su morfologia fibroblastoide, sugiriendo la presencia de
células con caracteristicas de adipocitos inmaduros multiloculares. La gran cantidad de vacuolas, observadas
estructuralmente no se evidenciaron a nivel microscopico al realizar la prueba histoquimica pero las células
presentaron un marcaje citoplasmatico moderadamente positivo (Figura 21A), al igual que las inclusiones
presentes en las monocapas (Figura 21B); al ser tefiidas de rojo con el Sudan lll, indicando la presencia de

lipidos o grasas neutras en ellas.
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Figura 21. Evaluacion histoquimica de los ensayos de diferenciacién adipogénica en monocapa con Sudan Il de las células adherentes
del estroma de la membrana amniética de fetos de ratén. 14 dias de induccion. A: Cultivo control. 200X. Monocapa semiconfluente de células
cultivadas en medio control cuya mayoria corresponde a células con morfologia fusiforme las cuales resultan negativas a la coloracion. B: Células
con marcaje citoplasmatico moderadamente positivo. C: Inclusiones con marcaje moderadamente positivo. 200X. Las estructuras que presentan
tincion rojiza, evidencian la presencia de lipidos.

Al evaluar la diferenciacion de las células mantenidas en cultivo en medio nutritivo sin afiadir factores
solubles inductores (cultivos control), no se observaron cambios morfologicos aparentes apreciandose una
morfologia celular homogénea, donde se encontré mayoritariamente células fusiformes con nucleos ovalados
y prominentes (Figura 16A). A medida que transcurrian los dias, estas formaron una monocapa confluente
que de igual manera, no presento cambios relevantes. Las coloraciones realizadas a estas células resultaron
negativas, indicando la ausencia de matriz extracelular mineralizada, proteoglicanos acidos sulfatados,
glicosaminoglicanos sulfatados y carboxilados y vacuolas lipidicas (Figuras 17A, 18A, 19A, 20A y 21A),
producto de una inexistente diferenciacion espontanea hacia un fenotipo determinado.

La evaluacion de los cultivos en los medios a ensayar, con las técnicas histoquimicas, demostraron
moderada o intensa reactividad, indicando una buena expresion de rasgos caracteristicos de los linajes de
interés. En la tabla 6, se resumen los resultados subjetivos para la caracterizacion de las monocapas de las
células adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de raton bajo las condiciones inductoras.
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Tabla 6. Resumen de las evaluaciones histoquimicas de las monocapas de las células obtenidas del estroma de la membrana
amniética de fetos de ratén mantenidas en los medios inductores ensayados. ++ = Marcaje fuertemente positivo; + = Marcaje Positivo; - = Marcaje
Negativo.

Determinacion Inmunocitoquimica | Cultivos Control | Cultivos Inducidos
Rojo Alizarina S - ++
Safranina O - +
Azul de Toluidina - ++
Azul Alcian - ++
Sudan Il - +
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Actualmente las células del estroma de tejidos neonatales son de gran interés ya que se consideran
como fuente alternativa de células troncales con propiedades de autorenovacion y diferenciacion. Estas
células residen en areas especificas y se encuentran en una proporcién muy baja, donde permanecen
quiescentes en el tejido hasta que son estimuladas para dar origen a los diferentes tipos de células
especializadas que se encuentran en el mismo (Merentes, 2009; Rodriguez, 2010).

El amnios 0 membrana amniética es un tejido semi-transparente y delgado, que se origina en las
etapas tempranas de la gestacion. Esta se desarrolla de tejido extraembrionario y consta de tres capas: un
epitelio simple cuboideo, una membrana basal y un estroma avascular (Kim y col., 2009; Niknejad y col.,
2008). Su funcién basica es proteger el desarrollo del embridn del medio intrauterino, evitando la desecacion.
Ademas, juega un papel fundamental en el desarrollo del parto, iniciando y manteniendo la contraccion
uterina mediante la liberacién de prostaglandinas (Toda y col., 2007). En los ultimos afios, la membrana
amniética se ha utilizado ampliamente como biomaterial en cirugia plastica, oftalmologia (Tejwani y col., 2007;
Sangwan y col., 2007; Santos y col., 2005; Meller y col., 2000), dermatologia, tratamiento de lesiones
periodontales (Rinastiti y col., 2006), cardiologia (corazones isquémicos de ratas) (Cargnoni, 2009) y
procedimientos ginecoldgicos (Morton y Dewhurst, 1986). Asi, estudios preclinicos y clinicos han demostrado
su utilidad en la reparacion de tejido comneal (Shimmura y Tsubota, 2002), lesiones de la médula espinal
(Sankar y Muthusamy, 2003), infartos cerebrales (Sakuragawa y col., 1997) y en la enfermedad del Parkinson
(Kakishita y col., 2003).

Los avances en la Ingenieria Tisular y la Bioingenieria de Tejidos incentivaron la busqueda de nuevas
fuentes de células madre. Como la membrana amnidtica procede de células embrionarias del epiblasto
previamente al proceso de gastrulacion, se ha sugerido que contiene un reservorio de células madre durante
todo el proceso de gestacion (llancheran y col., 2007). Los primeros aislamientos de células madre de
membrana amniotica identificaron dos tipos de células, las células mesenquimales estromales amnidticas (It
Anker y col., 2004) y las células epiteliales amnioticas (Tamagawa y col., 2004), las cuales han despertado un
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gran interés por su potencial aplicacion en el Trasplante Celular y la Medicina Regenerativa. Desde entonces,
se ha producido un incremento de publicaciones sobre protocolos de extraccion de células madre de la
membrana amniotica pero siguen siendo escasos (Muifios, 2010).

En vista de la importancia que tienen estas células madre mesenquimales como modelo de estudios
basicos en la biologia del desarrollo y su posible aplicacion en la medicina regenerativa para el tratamiento de
diversas patologias; en este trabajo se presenta una serie de metodologias adaptadas a la realidad del pais
que permitieron aislar y establecer los cultivos de células del estroma de la membrana amnidtica de fetos de
raton, evaluando ademas su capacidad de proliferacion, caracteristicas morfoldgicas, expresién de algunos
marcadores celulares y su potencial de diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica bajo

condiciones in vitro; técnicas y resultados que podrian ser extrapolados en trabajos futuros con humanos.

7.1. Establecimiento de cultivos primarios de las células del estroma de la membrana amniética de
fetos de raton

Las condiciones brindadas a las células provenientes del estroma de la membrana amnidtica de fetos
de raton cultivadas en monocapa, permitieron el éptimo crecimiento y proliferacion y el mantenimiento del
potencial de diferenciacion de células fusiformes del estroma de la membrana amniética.

El establecimiento de los cultivos primarios obtenidos por disgregacion enzimatica y a partir de
explantes, retienen la capacidad celular de proliferacion después de la diseccion, la disgregaciéon mecanica e
incluso después de ser sometidos a la accién de las enzimas Tripsina y Colagenasa tipo V, como ya se
menciono en la seccion anterior.

En las etapas iniciales de los cultivos se pudo apreciar una heterogeneidad celular de la que se puede
destacar la presencia de células con morfologia fusiforme tipo fibroblasto, células con morfologia cuboidal o
poligonal similares a epiteliales y células con amplio volumen citoplasmatico.

Las células tipo fibroblasto son descritas como las células madre obtenidas del estroma de la
membrana amniética, tanto en trabajos realizados con rata (Marcus y col., 2008) como en humanos (Niknejad

y col., 2008; Mihu y col., 2009; Dobreva y col., 2010). Este tipo celular y la morfologia que adquieren en
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cultivo, es reportado ademas para otras fuentes de obtencion como tejido adiposo (Rodriguez, 2005;
Merentes, 2009; Rodriguez, 2010), médula dsea (Acosta, 2003; Fuentes, 2008; Salas, 2010), cordén umbilical
(Araos, 2009; Vico, 2009), entre otros. Para determinar que realmente son células madre, es necesaria la
utilizacién de marcadores especificos.

Las células de citoplasma ancho, otro tipo celular observado en los cultivos, se caracterizan por
permanecer vivas por largos periodos de tiempo, aumentando de tamafio y aplandndose. Estas células
concuerdan con una subpoblacion celular existente en la Gelatina de Wharton, reportada por
Karahuseyinouglu y colaboradores en el 2007 (Citado en Araos, 2008), los cuales indicaban que no se trataba
de células senescentes sino de células semejantes a células madre de naturaleza mesenquimal, con una
proliferaciéon y una capacidad de diferenciacion similar a la de estas. Las células de citoplasma ancho
permanecen en cultivo conjuntamente con las células de morfologia fusiforme y presentan una morfologia
indeterminada, debido a la alteracion de los filamentos del citoesqueleto, lo que los hace visibles y forman las
barras citoplasmaticas a las cuales se asocian mitocondrias paralelas (Céspedes y Reyes, 2007).

Las células tipo epiteliales deben su aparicién a que en el momento de la extraccion de la membrana
amnidtica, se toma el tejido completo, ya que este posee un aspecto homogéneo, y no se realiza separacion
de la capa epitelial del estroma. Posteriormente, el tejido es sometido a la accidn de las enzimas, provocando
la liberacién de las mismas (Dimri y col., 1995; Muifios, 2010). El fenotipo de estas células puede
determinarse o corroborarse, por medio del uso de marcadores epiteliales que determinen la expresion de
citoqueratinas, Antigeno de Membrana Epitelial (EMA), lectinas, E-cadherina, entre otros (Sierra, 1991;
Rodriguez, 2010).

Este ultimo tipo celular es desplazado rapidamente a medida que transcurren los dias desde el
establecimiento del cultivo primario y al aumentar el numero de pasajes; perdiendo posiblemente su
capacidad para continuar hacia el proceso de proliferacion.

Lo observado nos indica por tanto que la idea original desarrollada por Friedenstein y colaboradores
en la década de los 70 (citado en Acosta, 2003), basada en la adherencia de las células al plastico,

proporciona un sistema de cultivo facil que permite obtener poblaciones de células con potencial de
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diferenciacion, aunque de una manera poco selectiva, debido a la heterogeneidad inicial de los cultivos, tal
como lo exhiben nuestros resultados. Ademas, los resultados obtenidos en la evaluacion de la eficiencia de
UFC-F evidencian la presencia de colonias similares a las Unidades Formadoras descritas por Friedenstein y
colaboradores. Estos autores encontraron que las colonias constituidas por células de morfologia
fibroblastoide, formadas al cultivar in vitro una suspensién celular a baja densidad, derivan de un solo
progenitor; demostraron también la gran capacidad proliferativa de dichas colonias, su habilidad para
autorrenovarse y su multipotencialidad a baja densidades (Flores y col., 2006). Con base a lo obtenido
experimentalmente, se propone la existencia de células troncales capaces de dar origen a células hijas que
pueden permanecer en estado indiferenciado o bien, pueden comprometerse en determinadas rutas de
desarrollo, convirtiéndose finalmente a través de la diferenciacion, en tipos celulares especializados.

Los explantes fueron establecidos a partir de pequefios trozos de tejido obtenidos de la disgregacion
mecanica de la membrana amnidtica, los cuales presentan remanentes de tejido conectivo permitiendo de
manera mas rapida la migracion y proliferacién de las células encontradas en el estroma de dicha membrana.
Marcus y colaboradores en el 2008 establecieron cultivos primarios de las células del estroma de la
membrana amnidtica de fetos de rata, por medio de explantes, indicando que la irradiacion de las células se
produjo de 2 a 3 dias después de la siembra, tiempo similar al observado en este trabajo.

La baja heterogeneidad obtenida en los cultivos derivados de explantes y la mediana heterogeneidad
de los cultivos establecidos por disgregacion enzimatica es debida a que en el primer caso, aunque los
fragmentos de tejido se hallan compuestos por varios tipos celulares, las condiciones de cultivo ensayadas,
facilitan la migracion a la placa, en particular, de las células de interés. A diferencia de esto, en el caso de los
cultivos obtenidos por disgregacion enzimatica, todos los tipos celulares son sometidos a la accion de las
enzimas, liberandolos y permitiendo su posterior siembra, aunque de igual manera; las condiciones
especificas de cultivo favorecen a continuacion la seleccién celular (Calderén, 2007; Marcus y col., 2008;
Mihu y col., 2009).

En general, la heterogeneidad celular encontrada ha sido reportada por muchos autores y se debe a

que la composicion celular en las etapas iniciales de los cultivos primarios se asemeja a las caracteristicas
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intrinsecas del tejido in vivo, el cual estd compuesto por diversos tipos de células, que pueden ser liberadas
una vez que el tejido conectivo es degradado por las enzimas. Ademas, se ha relacionado con una
complejidad funcional de las diferentes poblaciones que tiene multiples actividades biologicas, segun la
organizacion anatomia microscopica del amnios como sistema de multicapas (Niknejad y col., 2008; Dobreva
y col., 2010; Muifios, 2010).

En los cultivos se observé principalmente, el aislamiento y mantenimiento de células con morfologia
fusiforme, ademas de una irradiacion positiva de éstas a partir de los explantes. En la mayoria de los casos,
los cultivos mostraron proliferacion elevada, tipica de este tipo celular, coincidiendo nuestros resultados con
los reportados por otros autores. Aspectos que influyen en la proliferacion celular, pueden estar asociados a
que algunos lotes de suero y medios base de cultivo utilizados, poseen poca cantidad de algin requerimiento
para este tipo celular particular, evitando o retardando asi la activacion de las vias de sefializacion que
conducen a la mitosis. Ademas, el tratamiento que reciban las superficies plasticas de cultivo, es crucial en la
adherencia de las células a estas.

Para lograr el éxito en la implementacion de estas técnicas, se requiere un sistema de cultivo con

condiciones controladas, que sean especializadas, pero al mismo tiempo que resulten reproducibles.

7.2. Amplificacion de cultivos primarios de las células del estroma de la membrana amniética de fetos
de ratén

Cuando se tiene una monocapa que cubre 80-90 % del espacio disponible del recipiente de cultivo y
las células entran en contacto estrecho entre si, agotandose nutrientes y acumulandose sustancias de
desecho, haciendo el pH del medio inadecuado para el crecimiento celular; se inhibe el proceso de
multiplicacion y proliferacion (Sharp, 1980). En este momento se realizaron los subcultivos con el fin de
asegurar condiciones Optimas para el mantenimiento de estas en cultivo evitando la inhibicion por contacto
del crecimiento.

Los subcultivos aumentan notablemente la poblacion celular a lo largo de los pasajes y permite la

homogenizacién del mismo, al predominar aquellos tipos celulares que tienen una tasa de crecimiento
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superior a las demas células presentes (Helgason y Millar, 2005), en este caso, las células con morfologia
fusiforme. De igual manera, la subpoblacion de células de citoplasma ancho mostraron una elevada
proliferacion aunque en menor proporcién con respecto a la de las células tipo fibroblastoide. Este aumento
en la homogeneidad es dependiente del tiempo de cultivo y del numero de pasajes, asi como de la accién que
ejercen factores paracrinos y autocrinos secretados por las mismas células, los cuales contribuyen en el
mantenimiento de la morfologia de estas sin rasgos aparentes de senescencia, actian como mitégenos y
mantienen el potencial de diferenciacion mediante un mecanismo de accién aun desconocido (Schuldiner y
col., 2000; Forbes y col., 2002; Zamudio, 2005). La variacion en la proporcion de los tipos celulares,
demuestra la selectividad de los subcultivos y la colonizaciéon de los mismos por las células con mayor
capacidad proliferativa. Células con aspecto similar al de las células de citoplasma ancho, se observaban a
partir del 3¢ subcultivo, estas posiblemente se traten de células senescentes ya que presentaban
frecuentemente caracteristicas asociadas a este proceso, tales como: retraccién celular, protrusiones
citoplasmaticas de diversos tamafios que presentan numerosas vacuolas y segmentacién nuclear; dando
como resultado final la formacién de cuerpos apoptoticos por fragmentacion de la célula (Spinelli y Vinay,
1996; Merentes, 2009).

El estroma de la membrana amnidtica, estda compuesto principalmente por tejido conectivo
mesenquimatico, el cual se caracteriza por contener células fusiformes con una distribucion bastante
uniforme, con prolongaciones citoplasmaticas que entran en contacto con prolongaciones similares de células
vecinas (Niknejad y col., 2008; Dobreva y col., 2010; Ross y Pawlina, 2007). A medida que los cultivos
alcanzan la semiconfluencia, las células se evidencian de forma fibroblastoide tipica y con disposicion hacia
una sola direccidn, sin embrago, en presencia de una baja densidad celular, estas tienden a adquirir una
morfologia mas estrellada, extendiendo sus prolongaciones para asi lograr contacto con células adyacentes.
Estos resultados observados podrian explicar el aumento en el nimero de células de citoplasma ancho a baja
densidad celular, sin necesidad de que estas formaran parte de la subpoblacion de células de amplio volumen
citoplasmatico, concordando ademas con lo reportado por otros investigadores, donde las células van

cambiando de disposicién espacial conforme los cultivos alcanzan la confluencia.
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Recientemente se demostré que la poblacion de células multipotentes del estroma de la membrana
amniotica no parece requerir de muchos factores especificos para proliferar y mantener su viabilidad (Marcus
y col., 2008). Sin embargo, en estudios in vitro se ha observado la presencia de subpoblaciones de células
que pueden variar en cuanto a potencialidad y compromiso asi como en tamafio y granularidad. Estas
adicionan una variable a los cultivos, ya que son extremadamente sensibles a la densidad de siembra, lo que
resulta critico e importante para la seleccién, pureza y comportamiento de los mismos. Adicionalmente, la
respuesta de las células puede variar de un individuo a otro (Jaiswal y col., 1997; Mihu y col., 2009; Diaz y
col., 2010; Muifios, 2010). En contraste, para que las células tipo epiteliales se adapten, proliferen y se
diferencien in vitro, requieren condiciones de cultivo especificas, asi como la presencia de determinadas
sustancias que favorezcan su adhesién, proliferacion y diferenciacion, tales como un sustrato de cultivo
semisdlido de colageno el cual simule la condiciones intercelulares que se expresan en el tejido nativo y
medios de cultivo enriquecidos con el factor de crecimiento epitelial (EGF) que mantiene y estimula el
crecimiento de estas células y disminuye el desprendimiento celular por pérdida de la uniones celulares, e
insulina que junto con el EGF genera el microambiente necesario para el mantenimiento de este fenotipo
diferenciado en condiciones in vitro (Gil, 2007; Sueblinvong y col., 2007; Schneider y col., 2008), por lo que
bajo las condiciones suministradas en este trabajo son desplazadas casi en su totalidad, desde las etapas

iniciales de los cultivos primarios.

7.3. Determinacion de la proliferacion de las células del estroma de la membrana amniética de fetos
de ratén

El crecimiento celular implica el incremento de todos los elementos, lo que se traduce en un aumento
en la masa celular y posteriormente, su multiplicacion (Sharp, 1980; Freshney, 2000). Para poder predecir la
proliferacién de un cultivo es importante conocer la cinética de crecimiento de éste, lo que nos permite
estudiar las respuestas de la célula ante un estimulo particular.

La tasa de proliferacion de un cultivo celular, genera informacién acerca de las propiedades que

presentan las células en cultivo, asi como también facilita el disefio experimental, permitiendo determinar la
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cinética del mismo, la cual costa de de cuatro fases: una fase de latencia donde las células se adaptan al
medio y el crecimiento es lento o nulo, una fase exponencial donde incrementa la proliferacion y la poblacion
celular aumenta de manera logaritmica, una fase estacionaria la cual se caracteriza porque el crecimiento
celular permanece constante y una fase de muerte celular donde las células entran en la etapa de
senescencia y mueren (Morgan y Darling, 1995; Madigan y col., 1997; Clynes, 1998; Freshney, 2000; Gil,
2007; Davis, 2011). La curva de crecimiento ademas, nos permitid corroborar el mantenimiento de la
viabilidad y la estimulacion del crecimiento de las células en cultivo.

Para el estudio del crecimiento in vitro de las células del estroma de la membrana amniética, se
realizaron ensayos de proliferacién en donde las células se cultivaron en medio nutritivo con diferentes
concentraciones de SFB. A diferencia de la cinética de crecimiento caracteristica, los resultados no
evidenciaron una fase de muerte celular posiblemente debido a que aun se disponia de nutrientes y factores
en el medio de cultivo, necesarios para el mantenimiento y funcionamiento celular.

La proliferacion y mantenimiento a mediano plazo de las células adherentes obtenidas, posiblemente
se deba a que estas no presentan una elevada actividad telomerasa, enzima encargada de replicar
telomeros, por lo que estos permanece sin replicar al final de cada fase S de la mitosis. De esta forma, en
ausencia de la enzima, los telémeros se acortan con cada division celular. Cuando alcanzan una longitud
critica, las células detienen su proliferacién y adquieren caracteristicas morfolégicas y funcionales diferentes.
A esta respuesta se le llama senescencia celular o replicativa (Greider y Blackbum, 1989; Prowse y Greider,
1995; Holt y col., 1997; Kim y col., 2002). Esta disminucion de la actividad telomerasa, ayuda a comprender el
hecho de que estas células tengan una mediana capacidad de mantenimiento pero una mayor rapidez de
expansion, mecanismo que les permite perpetuar la poblacion.

Gregory y colaboradores en el 2005 (Citado en Rodriguez, 2010) planted que durante la fase de
latencia, se expresa de forma transitoria la molécula Dickkop — 1 (Dkk — 1), la cual esta relacionada con la
proliferacién. Cuando las células tipo fibroblastoides son sembradas a bajas densidades, estas tienen una
corta fase de latencia y poseen una alta expresion de esta molécula que disminuye a medida que incrementa

la densidad celular. Se ha sefialado que probablemente actiie como un inhibidor de la diferenciacion.
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El SFB provee componentes como aminoacidos, lipidos, factores de crecimiento, vitaminas,
hormonas e inhibidores de proteasas, en cantidades desconocidas que varian entre los diferentes lotes y los
cuales pueden estimular la proliferacion y mantener la morfologia celular sin rasgos aparentes de
senescencia (Madigan y col., 1997; Freshney, 2000; Davis, 2011). Durante la fase exponencial se produjo una
alta densidad celular que luego se mantuvo, probablemente se deba a que el crecimiento de las células en
cultivo es influenciado por dichos factores en el SFB del medio nutritivo. Es importante sefialar que esto se
corresponde con los resultados obtenidos, donde las células cultivadas con 20% SFB, mostraron levemente
una mayor tasa de proliferacion con respecto a las células cultivadas con 15% SFB y estas a su vez, con
respecto a las células cultivadas con 10% SFB, aunque esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

En la fase de saturacién se observé un mantenimiento en la densidad de células viables
metabolicamente activas, 10 que puede adjudicarse a la acumulacion de detritos en el medio o0 a la
confluencia de la monocapa en el cultivo, ya que las células no tumorales son inhibidas por contacto con otras
células, lo que disminuye su proliferacién. Cuando esto ocurre, la division celular se reduce y eventualmente
se pierde (Freshney, 2000; Brozka y col., 2005). Esta caracteristica proliferativa esté intimamente relacionada
con la expresion de los genes que inducen la proliferacion solo en la etapa de crecimiento.

Mediante la utilizacion, tanto de la curva de crecimiento como del ensayo del MTT donde la cantidad
de células metabdlicamente activas es proporcional a la cantidad de formazan producido y a su vez, a la
densidad Optica registrada, se demostrd que a los 4 dias de cultivo, comienza la fase de crecimiento
logaritmico. Gracias a la informacion obtenida, se establecié el régimen de tiempo requerido para realizar los
subcultivos, ya que estos varian significativamente en cuanto a sus propiedades segun la fase en la que se
encuentren. El periodo mas apropiado para realizar los pasajes celulares es la fase exponencial, dado que el
cultivo se encuentra en su forma mas reproducible y viable (Helgason y Miller, 2005). Este comportamiento
concuerda con el comportamiento de las células observado durante el tiempo de experimentacion, ya que el
tiempo promedio entre cada subcultivo era de aproximadamente 9 dias, suficiente para alcanzar la fase

exponencial y que las células doblaran su poblacién, llegando asi los cultivos rapidamente a la confluencia.
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Se sugiere la utilizacién de dichas técnicas como alternativas relativamente econdmicas, de facil
ejecucion y de las cuales se obtienen resultados satisfactorios, con el propésito de evaluar la proliferacion de
las células adherentes del estroma de la membrana amniética de fetos de ratn en respuesta a condiciones
determinadas de cultivo.

Cabe destacar que el comportamiento proliferativo de las células provenientes del estroma de la
membrana amniotica de fetos de raton fue similar al reportado por Diaz y colaboradores en el afio 2007 y
Mihu y colaboradores en el 2009, investigaciones realizadas con membrana amniética de fetos humanos, lo
que nos indica que aunque las células son obtenidas de dos fuentes animales diferentes, las caracteristicas
biolégicas en cuanto al crecimiento son parecidas. Esto podria sugerir que las células son homélogas y

poseen un comportamiento similar bajo ciertas condiciones in vitro suministradas.

7.4. Caracterizacion morfolégica e inmunocitoquimica de las células del estroma de la membrana
amniética de fetos de raton

Las muestras de tejido son invariablemente heterogéneas. Las réplicas varian en la constitucién del
tipo celular. Después de unos pocos dias de realizado el establecimiento primario, los cultivos asumen una
constitucion mas o menos homogénea. Como las células estan dispersas aleatoriamente y la presion
selectiva de las condiciones in vitro suministradas tienden a producir una poblacién homogénea, sobrevive el
tipo celular mas apto (Freshney, 2000).

Al realizarse las coloraciones citoquimicas con May Grinwald-Giemsa, se observd que desde el
punto de vista morfoldgico, los cultivos presentaban basicamente 2 tipos celulares, esto es; células de
morfologia fusiforme, tipo fibroblastos y células con amplio volumen citoplasmatico, predominando las
primeras a medida que aumentaba la densidad celular en cultivo. También se pudo apreciar en escasa
proporcion, un 3¢ fenotipo caracterizado por una poblacion de células con morfologia cuboidal o poligonal,
similares a células epiteliales. Como ya se menciond anteriormente, estas son desplazadas casi en su

totalidad, desde las etapas iniciales de los cultivos primarios.
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Las células tipo fibroblasto, son las de mayor interés en este trabajo, cuya morfologia ahusada con
escaso citoplasma y nucleos ubicados en la regidn mas engrosada del mismo, es reportada de igual manera
al realizarse aislamientos celulares con procedimientos similares en membrana amniética humana y de rata,
investigaciones en las cuales ademas se ha determinado que son células troncales al detectarse expresion de
Oct-4, SSEA-4, Sox-2, Nanog y marcadores de células madre mesenquimales CD29 y CD105, entre otro
(Linju y col., 2005; Marcus y col., 2008; Mihu y col., 2009; Diaz y col., 2010).

Estudios previos han determinado que las células tipo fibroblastos poseen un reticulo endoplasmatico
rugoso desarrollado, un aparato de Golgi perfectamente definido y escasa vesiculas de secrecién, organelos
que se relacionan con la sintesis de moléculas precursoras de colageno, elastina, proteoglicanos y
glicoproteinas de la matriz extracelular. Asi mismo, presentan un desarrollado citoesqueleto (Gil, 2007;
Torres, 2007 citado en Calderon, 2007; Davis, 2011).

La basofilia citoplasmatica observada tanto en las células con morfologia fusiforme como en las
células de citoplasma ancho, indica un aumento en la cantidad de reticulo endoplasmatico rugoso que se
asocia con sintesis proteica (Ross y Pawlina, 2007). Esta caracteristica de tincién que presentan la células de
amplio volumen citoplasmatico, aunado a su persistencia durante varios subcultivos y la ausencia de rasgos
propios de células senescentes; respalda la hipotesis de que este tipo celular constituye una subpoblacion de
de las células tipo fibroblasto.

Las caracteristicas morfolégicas de las células del estroma de la membrana amniética, observadas en
esta investigacion, corresponden a las descritas por numerosos autores y corroboran la homologia histologica
entre el amnios de ratén y de humano (Linju y col., 2005; Alviano y col., 2007; Diaz y col., 2007; Marcus y col.,
2008; Mihu'y col., 2009; Dobreva y col., 2010).

Las células de morfologia fusiforme, aisladas con cualquiera de los dos protocolos usados en este
estudio, mostraron adherencia al plastico del frasco de cultivo y un fenotipo fibroblastico, caracteristicas
propias de las células troncales aisladas de médula 6sea. Con respecto a la caracterizacion
inmunocitoquimica, se demostrd la presencia de marcadores que previamente han sido descritos para las

células madre de médula 6sea, como son Vimentina, Stro-1y la ausencias de antigenos del Complejo Mayor
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de Histocompatibilidad (Mihu y col., 2009; Kobayashi y col., 2008). El patron de expresion de antigenos de las
celulas de interés obtenidas en este estudio resultd consistente con los datos publicados previamente para
células aisladas tanto del amnios humano como de otras regiones placentarias (Bailo y col., 2004; Barlow y
col., 2008; Bilic y col., 2008; Kobayashi y col., 2008; Mihu y col., 2009).

Las técnicas de inmunocitoquimica permiten la identificacion, sobre muestras citologicas, de
determinantes antigénicos caracteristicos de distintas lineas celulares. La aplicacion directa de anticuerpos
policlonales o monoclonales sobre secciones tisulares permite la localizacion microanatémica de su expresion
y su correlacion con los pardmetros morfologicos, aumentando la sensibilidad y especificidad del estudio y
proporcionando informacion adicional esencial en muchos casos (Ross y Pawlina, 2007; Eynard y col., 2008;
Montuenga y col., 2009). Para una mejor comprensién de los resultados obtenidos, se discutira
separadamente la expresién de cada marcador.

La Vimentina es un proteina integrante del grupo de los filamentos intermedios, cuya expresion
generalmente, ocurre en células fenotipicamente de origen mesenquimatico y la cual se encuentra unida al
reticulo endoplasmatico, mitocondrias y al nucleo; desempefiando un papel importante en la integridad del
citoplasma y morfologia celular, soporte y anclaje de las organelas y en la organizacién del citoesqueleto
(Maillet, 2003). La expresion de esta glicoproteina es tipica en estas células tipo fibroblasto, debido a su
origen mesodérmico; caracteristica reportada por Goldman y colaboradores en 1996 y la cual concuerda con
lo observado en este trabajo.

De igual manera, los ensayos inmunocitoquimicos para detectar marcadores membranales
especificos de células troncales mesenquimales, muestran que las células presentes en nuestros cultivos
derivados de las digestiones de las membranas amnidticas de fetos de raton son positivas ademas, al
marcador Stro-1. En 1991 se identificé a Stro-1 (por Simmons y Torok-Storb, de ahi sus siglas) como un
antigeno especifico para células madre de origen mesenquimal. Este es expresado por precursores de
células del estroma, identificado como una molécula presente en células adherentes indiferenciadas
(Goncalves y col., 2006). Estos ensayos inmunocitoquimicos concuerdan con estudios previos donde aislaron

y caracterizaron células madre a partir de membrana amnidtica humana, siendo positivas las colonias
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celulares a dichas determinaciones lo cual nos ayuda a sugerir que las células aisladas en nuestro estudio
son células indiferenciadas de naturaleza mesenquimal. Asimismo, estos marcadores en combinacion con
marcadores como CD29, CD105, SH-2, SH-3 y SH-4 entre otros; han sido extensivamente utilizados para
caracterizar colonias altamente puras de células madre mesenquimales aisladas a partir de médula dsea.

Por otro lado, las células del estroma de la membrana amnidtica mostraron peculiarmente una muy
baja o0 inexistente expresion de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, lo que sugiere la
presencia de células inmunolégicamente inmaduras. La inexpresion de moléculas H2, implicadas en la
tolerancia inmune, resulta de capital importancia dado que este tejido se encuentra intermedio entre el liquido
amniético y la decidua materna, y se comporta como un componente inerte frente al sistema inmune materno,
evitando asi una respuesta de rechazo ante el feto (Cabero y col., 2007). La baja expresiéon de estas
proteinas en células extraidas de la membrana amnidtica de rata y humana también es reportada por Marcus
y colaboradores en el 2008 y Mihu y colaboradores en el 2009, respectivamente.

La demostracién in vitro de que las células madre mesenquimales no expresan los antigenos del
Sistema Principal de Histocompatibilidad de clase Il ha sugerido que estas células podrian suprimir las
reacciones inmunes inducidas y constituyen un potencial terapéutico en la enfermedad de injerto contra
huésped. Se ha demostrado que estas células liberan citocinas inmunosupresoras, como el factor de
crecimiento del hepatocito, la interleucina 10 y el TGF-B1, en concentraciones que suprimen la alorrespuesta
in vitro. También expresan la ciclooxigenasa 1y 2 y producen prostaglandina E2 constitutivamente. Estudios
de bloqueo confirman que las prostaglandinas contribuyen a la alosupresién mediada por estas células (Tse y
col., 2001; Le Blanc y col., 2003). Estudios de cocultivo o cultivo entre células alogénicas in vitro, tanto en
modelos animales como humanos, en presencia de células troncales embrionarias de naturaleza
mesenquimal, demuestran que los factores solubles derivados de estas Ultimas modulan la respuesta inmune
y sugieren que esto genera un microambiente inmunosupresor capaz de modular la alorrespuesta. Esta
accion inmunorreguladora es comparable con la referida en la tolerancia materno-fetal y muy similar a la
descrita en los mecanismos de las células tumorales para evadir a la respuesta inmunolégica (Tse y col.,

2001; Ryany col., 2005).
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Las observaciones microscopicas realizadas indican que las condiciones probadas en este trabajo,
permiten el establecimiento y crecimiento de las células provenientes del estroma de la membrana amnidtica
de fetos de ratdn con caracteristicas de células madre de naturaleza mesenquimal (Behzad y col., 1994;
Alviano y col., 2007; Tan y col., 2011). Sin embargo, para corroborar estos resultados se requiere la utilizacion
de marcadores especificos de células madre mesenquimales tales como SH2, SH3, SH4, Nanog, Oct-3/4,
Sox-2, CD49 y el antigeno embrionario SSEA-4 sugerido recientemente para las células estromales de la
médula 6sea (Jiang y col., 2002a; Linju y col., 2005; Beyer y col., 2006; Arévalo y col., 2007); no obstante,
hasta el momento no existe un marcador universal que permita la identificacién de dichas células.

Un factor importante en el cultivo de células madre mesenquimales es el crecimiento simultaneo de
fibroblastos del tejido conectivo. Existen algunas diferencias morfologicas entre las células madre
mesenquimales y los fibroblastos pero estas poblaciones celulares también pueden ser faciimente
confundidas, inclusive sus inmunofenotipos son muy similares. Ishii y colaboradores en el 2005 determinaron
la expresion de 26 antigenos en células troncales de naturaleza mesenquimal de médula 6sea humana y
fibroblastos, encontrando una expresion diferencial solamente en el antigeno CD49b (integrina 02) y HLA-DR
(Rodriguez y col., 2010). Esto demuestra que la caracterizacion de estas células tiene que incluir, ademas de

la evaluacion morfologica y del inmunofenotipo, pruebas biolégicas como las de diferenciacion celular in vitro.

7.5. Analisis de la diferenciacion de las células del estroma de la membrana amnidtica de fetos de
ratén

En este trabajo, se han desarrollado estudios in vitro para identificar la poblacién celular de la
membrana amnidtica asociada con una mayor capacidad de diferenciacién celular. Con una estimulacion
adecuada, las poblaciones celulares derivadas del amnios de raton se diferencian hacia linajes osteogénico,
condrogénico y adipogeénico, indicando la presencia de células troncales de naturaleza mesenquimal.

Con el fin de analizar la potencialidad de las células del estroma de la membrana amniética se ensayo
la accién de una serie de factores conocidos como inductores usando como estrategia de cultivo, el cultivo en

monocapa. Particularmente, el uso de este modelo de cultivo, ha brindado la posibilidad de simular un
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microambiente apto donde proliferan y se diferencian dichas células, permitiendo su ubicacidn espacial y la
retencion de sus funciones, lo cual resulta importante en la induccidén de la expresion de un fenotipo. La
eficiencia de la diferenciacién depende también de la cantidad y calidad de las células mesenquimatosas que
se estén utilizando.

Se pudo observar en la poblacién de células cultivadas sin afiadir factores inductores al medio de
cultivo, que no ocurre mineralizacién u osificacion de matriz extracelular ni cambios morfol6égicos aparentes
en las células, indicando que en los cultivos control no se produce una respuesta espontanea de
diferenciacion, manteniendo las células su fenotipo indiferenciado. Hay que considerar la posibilidad de que
las condiciones suministradas iniciaron cascadas de reacciones de sefializacion que pueden desactivar genes
que inician la induccién o que dichas célula simplemente no estuviesen comprometidas hacia un linaje
particular. Estos resultados concuerdan con los expuestos por Muifios en 2010 al trabajar con células
progenitoras de naturaleza mesenquimal provenientes de amnios humano, donde no se reporta diferenciacion
alguna en las monocapas control.

Con respecto a las células cultivadas en monocapa en presencia de factores inductores, se obtuvo
una diferenciacion hacia todos los linajes de interés, evidenciado por las tinciones empleadas las cuales
resultaron positivas. De igual manera se pudo apreciar la tendencia de aumento en la expresion de rasgos
caracteristicos de los linajes de interés, lo que corresponde con una mayor diferenciacion a medida que se
induce por mas tiempo y los cultivos alcanza la semiconfluencia, confirmando la importancia de los ciclos de
induccion y mantenimiento, el primero inicia la diferenciacion, mientras que el segundo promueve el desarrollo
del fenotipo particular. Se ha sefialado que en muchos sistemas celulares la proliferacion es incompatible
cuando se inicia la expresion de propiedades diferenciadas, por lo tanto durante la fase de menor crecimiento,
es posible que las células comiencen a expresar genes ligados al proceso de diferenciacion celular, mientras
que se inhiben los genes ligados a la proliferacion. Una vez que se dan todos los cambios relacionados con
un tipo celular diferenciado, se activan los genes de la proliferacion con la finalidad de amplificar y mantener
el fenotipo diferenciado obtenido por la simulacion apropiada del microambiente (Freshney, 2000; Guilak y

col., 2003; Brozka y col., 2005; Rodriguez, 2010). Estudios similares de diferenciacion han sido realizados en
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membrana amnidtica humana por autores como Linju y colaboradores en el 2005 y Diaz y colaboradores en
el 2007, reportando resultados concordantes con los nuestros, lo que apoya aun mas lo expuesto en este
estudio.

Los factores interactuan a nivel de la membrana celular con receptores especificos. El reconocimiento
de la sefial extracelular por su receptor es el comienzo de una serie de eventos que llevan la informacion
desde el exterior de la célula hacia su interior, hasta generar una respuesta. La transferencia de la
informacién hacia el interior celular se conoce como mecanismo de Transduccion de Sefales. Este proceso,
desencadena una serie de reacciones bioguimicas intracelulares provocando una cascada de sefializacion,
cuyo resultado es la amplificacion de la sefial la cual llegara al nucleo donde ejercera su efecto sobre la
expresion de genes duplicando el ADN, transcribiendo el ADN o estimulando la sintesis proteica (Taleisnik,
2006).

Nuestros resultados demuestran que las condiciones brindadas por el sistema de cultivo por si solo,
no son suficientes para inducir la diferenciacion hacia los linajes de interés, indicando la necesidad de
factores de diferenciacién que generen cambios en la expresién génica de las células promoviendo la
induccion hacia un fenotipo particular. Una vez que esto ocurre, es importante sefialar que las células liberan
factores autocrinos y paracrinos que actian localmente e influyen y regulan la diferenciacion de células
vecinas (Jaiswal y col., 1997; Zuk y col., 2002; Pineda y Londofio, 2009).

La insulina es una hormona polipeptidica cuyo mondémero consta de 51 aminoacidos y tiene peso
molecular (PM) de 5,5 KDa (Koolman y Réhm, 2005). Es producida y secretada por las células 8 de los Islotes
de Langerhans del pancreas, en forma de precursor inactivo llamado proinsulina. Actia de manera autocrina
0 paracrina por union a su receptor de membrana. In vivo, se encarga de la regulacion del metabolismo de la
glucosa y la sintesis lipidica (Mathews y col., 2003). In vitro, esta proteina, principalmente estimula la
proliferacién celular debido a sus propiedades de mitégeno. Tiene ademas un papel importante en la
estimulacion de la sintesis de glicogeno, de acidos grasos, de matriz 6sea y su mineralizacion. La insulina
promueve la diferenciacion solamente a concentraciones suprafisiolégicas, manteniendo fenotipos celulares

diferenciados; funcion que realiza uniéndose ademas, al receptor del factor de crecimiento similar a la insulina
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tipo 1 (IGF-1), potenciando su efecto; factor que estimula la diferenciacion a concentraciones mucho menores
y que parece ser el inductor fisiolégico de las células madre mesenquimales y en los progenitores
comprometidos (Geneser, 1993; Cornelius y col., 1994; Viveros y col., 2003; Fuentes, 2008).

Otros factores solubles de importancia en este trabajo son la dexametasona y el &cido ascorbico. La
dexametasona es un glucocorticoide sintético que posee propiedades antiinflamatorias, inmunosupresoras y
reguladoras del calcio sanguineo (Fuentes, 2008). Es capaz de difundir pasivamente a través de la membrana
celular por su alta liposolubilidad, para ligarse a su receptor especifico en el citoplasma, produciéndose asi un
complejo esteroide - receptor activado capaz de penetrar en el nucleo donde ha de regular la expresion de los
genes que responden especificamente a los glucocorticoides, modulando su transcripcion y modificando la
funcion celular hasta el grado de inducir la diferenciaciéon hacia un fenotipo especifico (Hernandez, 2003
citado en Rodriguez, 2010). Este glucocorticoide puede inducir la expresiéon del sistema cartilaginoso
promoviendo la mineralizacién de la matriz extracelular; regular la expresiéon y activacion de genes de
osteocalcina y sialoproteina dsea, aumentando la actividad de la colagenasa y la fosfatasa alcalina (FA),
secrecion de componentes osteogénicos de matriz extracelular y la acumulacion de mineral en las células
produciendo la diferenciacion hacia un fenotipo osteoblastico y ademas, puede inducir la formacion de
inclusiones lipidicas y la expresion del factor de transcripcion C/EBP (CCAAT / Potenciador de Proteinas de
Unidn) el cual es un factor nuclear indispensable y critico para el proceso de adipogénesis. Todo esto se logra
a concentraciones fisiolégicas (10 nm), ya que a condiciones suprafisiologicas, produce efectos antagénicos
(Viveros y col., 2003; Hall, 2005; Rosen, 2005; Phillips y col., 2006; Fuentes, 2008).

El &cido ascérbico (vitamina C reducida) es otro suplemento esencial para la diferenciacion de las
células madre mesenquimales a fenotipo dsteo — condrogénico (Xiao y col., 1997). Puede actuar como
antioxidante, agente dador de electrones, cofactor para el dptimo funcionamiento de varias enzimas y como
sustrato enzimatico (Mathews y col., 2003). Se reporta que este factor induce un aumento en la actividad de
la fosfatasa alcalina y en la expresion del &cido ribonucleico (ARN), mensajero de la osteocalcina; ambas
proteinas relacionadas con un fenotipo 6seo (Franceschi y col., 1994). En cultivo celular, estimula ademas, la

hidroxilacion de aminoacidos y la conversion de procolageno a colageno. La sintesis normal de colageno
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depende de la hidroxilacion de los residuos de prolina y lisina en el reticulo endoplasmatico de la célula, para
formar hidroxiprolina e hidroxilisina, respectivamente. Las enzimas hidroxilasas, que catalizan esta
hidroxilacion, requieren acido ascérbico para funcionar correctamente; de lo contrario; no se dara la formacién
en triple hélice de las fibras de coldgeno de la matriz extracelular que permiten mantener la estructura de los
tejidos (Fuentes, 2008). Ademas, incrementa la sintesis de proteinas no colagenas de la matriz extracelular
dsea, participando de esta forma, en todas las fases de la osteogénesis hasta formar los osteocitos maduros
(Jingushi y col., 1990: Lee y col., 2003; Tuan y col., 2003).

Un cuarto factor soluble es el B- glicerofosfato. Este es un fosfato organico utilizado como suplemento
del medio para la diferenciacién osteogénica gracias a su capacidad para estimular la mineralizacién de la
matriz extracelular in vitro, induciendo la formacion de calcio al encontrarse en concentraciones del orden de
106 M. Es un sustrato de la fosfatasa alcalina 6sea, en cuya reacciéon enzimatica se produce un incremento
de fosfatos inorganicos en el medio, los cuales serén luego convertidos en cristales de hidroxiapatita que
producen la mineralizacion (Hamade y col., 2003).

En este trabajo se sefiala la obtencion de diferenciacion hacia linaje osteogénico evidenciado por la
coloracién positiva con Rojo Alizarina S, lo que indico la deposicion de fosfatos de calcio propios de las
etapas tempranas de mineralizacion de la matriz extracelular.

Los requerimientos y las condiciones efectivas para inducir en las células del estroma de la
membrana amniética la sintesis de una matriz extracelular propia de un tejido estable, no estan bien definidas
(Boeuf y Richter, 2010). Nuestros resultados podrian estar indicando que los medios utilizados posee una
composicion adecuada para inducir diferenciacion hacia linajes mesodermales en los tipos celulares extraidos
del amnios. Un mismo factor soluble no especifico puede activar distintas rutas bioquimicas segun la fuente
de extraccién de células madre mesenquimales, de modo que cada tipo celular, en funcién de su origen,
podria tener requerimientos especificos para inducir la expresion de un fenotipo particular (Kuske y col., 2011;
Boeuf y Richter, 2010); asi el acido ascorbico y la dexametasona por ser un glucocorticoide no especifico,
pueden estimular tanto la sintesis de matriz extracelular como su mineralizacion (Cheng y col., 1994;

Franceschiy col., 1994; Fuentes, 2008; Quiroz y col., 2008).
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De igual manera se evidencié una marcada diferenciacion hacia un linaje condrogénico, gracias a la
coloracion positiva obtenida con Safranina O al detectar la presencia de glicosaminoglicanos sulfatados los
cuales se encuentran depositados en la matriz extracelular cartilaginosa. Ademas, mediante las coloraciones
de Azul de Toluidina y Azul Alcian pH 2,5 se logré poner en manifiesto la presencia de proteoglicanos acidos
sulfatados y de glicosaminoglicanos acidos carboxilados, respectivamente; ambos componentes de la matriz
extracelular del tejido cartilaginoso en formacién.

Las coloraciones realizadas a los cultivos mantenidos con medio inductor osteogénico y condrogénico
resultaron positivas en los nddulos formados, en formacion y en las células que irradian de estos pero no en
las células aisladas, presumiendo que la formacién de dichos agregados celulares es esencial para la
deposicién de un matriz extracelular y su mineralizacion. La formacién de estos nddulos ocurre como una
respuesta espontanea, apreciandose en general la migracion de células a partir de ellos. Este
comportamiento es atribuible a las condiciones propias del cultivo, ya que en investigaciones anteriores se
discute el poder estar en presencia de un proceso de osteogénesis o condrogénesis, debido a que los
agregados celulares pueden asemejar las condiciones bajo las cuales se produce la diferenciacion in vivo
(Guilak y col., 2003; Diaz y col., 2010; Muifios, 2010). Lo anterior también puede asociarse al bajo nivel de
oxigeno necesario para la induccién de las células troncales de naturaleza mesenquimal hacia linaje
condrogénico y/o osteogénico, por lo que estas migran formando agregados; a medida que los niveles de
oxigeno se reducen, comienza una sefializacion por medio de una cascada de reacciones que puede activar
o desactivar ciertos genes, siendo la hipoxia una sefial importante que induce la inhibicion de la proliferacion y
estimula la diferenciacién. La formacion de éstos ademas, refuerzan condiciones inductoras claves, haciendo
mas intimo el contacto célula — célula y célula — matriz extracelular (Bianco y col., 2001; Guilak y col., 2003;
Rodriguez, 2005; Wieismann y Meyer, 2006).

Sin embargo, se observd que a pesar de haber sembrado la misma densidad celular en ambas
condiciones de cultivo a ensayar, en los mantenidos en medio de diferenciacion osteogénica primero se tenia
que formar una monocapa y posteriormente formarse los agregados celulares de los cuales migraban células,

mientras que en los cultivos mantenidos en medio de diferenciacién condrogénica los nodulos se formaban
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sin necesidad de una monocapa previa y a partir de ellos migraban células para la formacion de la misma.
Este hecho indica que dichos medios inductores estimulan ademas, migracion y proliferacion celular,
respectivamente.

El tejido adiposo cuenta con un alto metabolismo y sirve como depésito de energia, ademas mantiene
la homeostasis de la glucosa y secreta hormonas y citoquinas. En este caracterizamos ademas la induccion a
la diferenciacion de las células con caracteristicas de células troncales mesenquimales a células similares a
las del tejido adiposo.

Los inductores para la diferenciacion de adipocitos han sido identificados empiricamente (Smith y col.,
1988; Viveros y col., 2003). Los inductores mas eficaces, en varios modelos de cultivo, incluyen a la insulina,
al factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) la isobutilmetilxantina y a la indometacina.

La isobutilmetilxantina actiia sobre las células madre mesenquimales regulando el compromiso de
estas, ya que este es un inductor del Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc) intracelular el cual inicia la
adipogénesis mediante la activacion temprana de CREB (proteina de unién a un elemento de respuesta a
AMPc) el cual participa en la induccion de la expresion de C/EBPB (CCAAT / Potenciador B de Proteinas de
Unién) (Farmer, 2006). La funcién de la indometacina esta dada como un activador del factor transcripcional
PPARYy el cual es expresado ampliamente en la diferenciacion adipogénica. Al unirse al PPARy se produce
una activacion del factor transcripcional PPARa (Proliferador de Peroxisomas — Activador del Receptor Alpha)
interviniendo de esta manera en la cascada de sefializacién de la diferenciacion, inhibiendo la ciclooxigenasa
y sustituyendo a los glucocorticoides (Lehmann y col., 1997; Janderova y col., 2003; Fuentes, 2008).

Al adquirir compromiso, las células madre mesenquimales se dividen dando origen a los adipoblastos,
los cuales son las células adipoprogenitoras. Estos proliferan convirtiéndose en preadipocitos que contienen
marcadores tempranos de adipocitos (lipoproteinas lipasa). Los preadipocitos no acumulan triglicéridos y se
dividen originando adipocitos inmaduros capaces de sintetizar y degradar dicho componente acumulando
cantidades crecientes de vacuolas lipidicas aumentando de tamafio, aunque algunos conservan su morfologia
ahusada. Estos continuan dividiéndose y se convierten en adipocitos maduros. Mediante el analisis

microscopico se pudo apreciar una gran proporcion de inclusiones lipidicas citoplasmaticas en un bajo
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porcentaje de células de morfologia ahusada. Al ocurrir la induccion a la diferenciacion adipogénica, las
céelulas de morfologia fusiforme comenzaron a acumular grasas neutras en el citoplasma en forma de
vacuolas o inclusiones, las cuales incrementaron gradualmente a medida que avanzaron los dias de cultivo
bajo los efectos de los factores solubles, sin presentar cambios morfoldgicos aparentes. Este comportamiento
reflejado en nuestros resultados presume que bajo las condiciones suministradas, algunas de estas células
adquirieron compromiso hacia un linaje adipogénico. Esto se pudo evidenciar con la positividad de la
evaluacidn histoquimica con sudan lll, la cual demostré la presencia de células con caracteristicas similares a
adipocitos inmaduros multiloculares, coloreando los lipidos acumulados en el citoplasma, que aparecen
durante dicho proceso.

Aunque en este trabajo se obtuvo una baja proporcion de células diferenciadas hacia un linaje
adipogénico, se logré corroborar que dicha induccion ocurrié bajo las condiciones ensayadas. Sin embargo,
para mejorar estos resultados es necesario aumentar los dias de cultivo en el medio base para inducir la
diferenciacion y/o las concentraciones de los factores solubles utilizados. Adicionalmente, se podria potenciar
la accion de los medios inductores agregando otros factores con actividad hormonal como el IGF-1,
glucocorticoides, triyodotironina y AMPc y/o parahormonal como el factor § de la serin-adipsin-proteasa y
factor estimulante de la acilacion (ASP), que actuan directamente sobre los factores de trascripcidn
adipogénicos C/EBP, PPAR y ADD1/SREBP1 para inducir tanto la diferenciacion a adipocito, como los
cambios del patrén de proliferacion en la célula inducidas (Student y col., 1980; Amri y col., 1986; Lopez y
Tiravanti, 2011). Viveros y colaboradores en el 2003 reportan que estos en combinacion con concentraciones
elevadas de insulina, dexametasona e isobutilmetilxantina actian sobre la adenilciclasa aumentando el AMPc
intracelular, mostrando ser mas potente para inducir diferenciacion de los preadipocitos.

Fuentes en el 2008 realiza estudios de diferenciacién en cultivos en monocapa utilizando células
madre de naturaleza mesenquimal provenientes de médula 6sea, obteniendo una diferenciacién positiva
hacia linaje osteogénico, condrogénico y adipogénico, incluso en la primera semana de induccién exponiendo
que las células madre adultas son mas facilmente diferenciables que las células madre embrionarias, debido

a que las primeras pueden expresar receptores que activen de manera mas rapida las vias de sefializacion
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celular al encontrarse comprometidas, dando como resultado un proceso de diferenciacion hacia linajes
particulares (Pecorino, 2001 citado en Araos 2009).

En trabajos futuros, se podria ensayar los efectos de otros factores solubles reportados, capaces de
ejercer diferenciacién como por ejemplo; para la diferenciacién osteogénica, el medio basal puede ser
suplementado con factores morfogenéticos 6seos (BMP-2 y BMP-4) y ascorbato. Para la induccion
adipogénica, el medio basal puede enriquecerse con los factores previamente mencionados y para la
diferenciacion condrogénica puede emplearse el factor de crecimiento transformante tipo beta 1 (TGF-3-1),
acido retinoico, transferina y/o monotioglicerol.

Aunque las tinciones utilizadas en nuestro estudio son consideradas por la Sociedad Internacional de
Terapia Celular como pruebas “gold standard” para validar la diferenciacién in vitro de células madre
mesenquimales, existen otros posibles marcadores que pueden ser utilizados para corroborar la
diferenciacion de dichas células hacia los tres linajes mencionados. Por ejemplo, para la diferenciacion
adipogénica se puede evaluar la expresion de los genes de lipoproteinlipasa, PPAR-a y adiponectina los
cuales se encuentran presentes en células adiposas. La diferenciacién osteogénica es posible evaluarla
mediante la deteccién de osteonectina, osteopontina y sialoproteina dsea. Los antigenos especificos para
células condrogénicas como CD49c, CD49e, CD49f y CD151 pueden ser evaluados mediante citometria de
flujo, segun Grogan y colaboradores en 2007 su expresion indica alta capacidad condrogénica in vitro.
Adicionalmente seria importante identificar qué tipo de componentes son sintetizados por las células del
estroma de la membrana amniotica en presencia de los medios inductores empleados en este trabajo, para lo
que seria necesario estudios inmunocitoquimicos contra colageno tipo Il y agrecan, contra colageno tipo | y
grasas neutras.

En general, nuestro estudio cumplié con los tres criterios establecidos por dicha Sociedad para
caracterizar las células madre mesenquimales, corroborando la capacidad de adherencia en plastico de las
células aisladas de morfologia fibroblastoide, la expresion de antigenos de superficie de células troncales de

naturaleza mesenquimal y su induccién a la diferenciacion in vitro hacia linajes mesodérmicos.
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. CONCLUSIONES

Las técnicas de disgregacion enzimatica y de cultivo por explantes permitieron el aislamiento y la facil
obtencién de los cultivos primarios de las células del estroma de la membrana amniética de ratén, aunque
mostraron una capacidad proliferativa diferencial entre ellos. En estos fue evidente una heterogeneidad
caracterizada por dos tipos principales de fenotipos celulares: una poblacién de células con morfologia
fusiforme y una de células de amplio volumen citoplasmatico; la cual dependio de las caracteristicas

intrinsecas del tejido de origen.

Los subcultivos celulares permitieron la obtencion de una poblacidén celular més homogénea y la

colonizacion de los mismos por las células con mayor capacidad proliferativa.

Los ensayos de caracterizacion morfolégica e inmunocitoquimica, revelaron la obtencion de células con
caracteristicas de células troncales de naturaleza mesenquimal, las cuales en su mayoria, corresponden
a células con morfologia fusiforme en estado indiferenciado y de origen mesodérmico, indicado por el
buen grado de expresion de Vimentina y Stro-1, respectivamente. Ademas, la inexpresion de antigenos

de histocompatibilidad H2 sugiere la presencia de células inmunolégicamente inmaduras.

Se establecieron las condiciones de cultivo 6ptimas que permitieron el mantenimiento a mediano plazo de
la viabilidad de las células mesenquimales, lograndose un efecto estimulador de la proliferacion celular en
los cultivos primarios y subcultivos posteriores. Estas fueron expandidas hasta el 3¢ pasaje sin cambios

fenotipicos aparentes ni caracteristicas morfolégicas asociadas a senescencia.

Los cultivos, obtenidos por la técnica de disgregacion enzimatica mostraron un comportamiento
proliferativo caracterizado por tres fases; lo que permiti6 determinar el tiempo promedio entre cada

pasaje.
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6.

10.

Las células mesenquimatosas no diferenciadas provenientes del estroma de la membrana amniética de
fetos de ratdn, responden a sefiales presentes en el microambiente in vitro, las cuales podrian ejercer un
control paracrino sobre dicha poblacion, estimulando la diferenciaciéon hacia diversos linajes celulares,
como se demostrd en este trabajo. Esto sugiere que la interaccion célula — célula, célula - componente
de matriz extracelular son importantes fuentes de sefalizacion que pueden influir sobre la diferenciacion y

morfogénesis de estas células.

La accion de los factores solubles utilizados, permiti6 en menor o mayor grado, la canalizaciéon en
monocapa de las células adherentes del estroma de la membrana amnidtica de fetos ratén hacia linaje
osteogénico, condrogénico y adipogénico; siendo estos importantes para lograr la biosintesis de
componentes citoplasmaticos y de matriz extracelular al simular parte del microambiente in vivo que

puede generar una dinamica celular inductora de la diferenciacion.

La interaccidn célula — célula, la accién de factores paracrinos y la baja tension de oxigeno, son factores

claves en la induccion osteogénica y condrogénica.

Se logré en baja proporcion la canalizacion adipogénica bajo las condiciones ensayadas en este estudio,
lo que sugiere que se requiere incorporar al medio otros factores claves que permitan obtener un mayor

porcentaje de células comprometidas hacia dicho linaje.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, en general indican que la metodologia usada
permitid el aislamiento de células con caracteristicas de células madre mesenquimales y su induccién
hacia linajes de origen mesodérmico, ofreciéndonos resultados satisfactorios y el cumplimiento en su

totalidad de los objetivos planteados.

85



. RECOMENDACIONES

Realizar estudios comparativos del potencial de diferenciacion de las células con caracteristicas de
células madre provenientes del estroma de la membrana amniética de roedores y humanos, a fin de

evaluar la variacion de las modificaciones epigénicas entre estas.

Realizar determinaciones inmunocitoquimicas con marcadores especificos existentes en las células de
morfologia fusiforme, en las células con morfologia cuboidal y en las de amplio volumen citoplasmatico,
con el propdsito de plantear posibles métodos de separacidn y seleccion temprana, entre poblaciones

celulares presentes en cultivos provenientes de la membrana amniética.

Ampliar los ensayos de caracterizaciéon celular, incluyendo determinaciones inmunocitoquimicas con
mayor nimero de marcadores especificos de superficie expresados en células troncales de naturaleza
mesenquimal, las cuales podrian ser evaluadas ademés, por medio de citometria de flujo,
inmunocitoquimica dptica, confocal y electrénica, cromatografia de inmunoafinidad o perlas magnéticas.

También se podrian incluir analisis ultraestructurales mediante microscopia electronica de transmision.

Ensayar los efectos de otros factores solubles inductores reportados tales como el BMP-4, TGF-B-1 y

ASP, capaces de ejercer diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica, respectivamente.

Ensayar otros métodos inductores de la diferenciacion in vitro usando diferentes sistemas de cultivo, tales
como sistema de micromasas celulares con matrices naturales y/o artificiales, co — cultivos, cultivo sobre

feeder layer o con medio condicionado.

Ampliar los ensayos de evaluacion de la diferenciacién celular mediante el uso de marcadores especificos
para determinar la presencia de colageno tipo | y Il, agrecan vy triglicéridos. También pueden realizarse
analisis ultraestructurales mediante microscopia electrénica de transmision y determinacion de la
expresion de genes especificos por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
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11. APENDICES

11.1. Medios y soluciones utilizadas en cultivo celular

11.1.1. Solucién Buffer de Fosfato (PBS) libre de calcio y magnesio (Cantidades necesarias para

preparar 1000 mL)
Cloruro de Sodio (NaCI) ........ovvveiieiiie 8grs
Cloruro de Potasio (KCI) ......cooiiiiiiiiiiie e 0,2 grs
Di-sodio Hidrégeno Fosfato Dodecahidrato (NaoHPO4.12H20) ............ 29grs
Di-hidroégeno de Potasio Primario (KH2POxs) ........evvevviiiiiiiiiiii, 0,2 grs
Agua Bidestilada Desionizada ...............cccuvvviiiiiiiiiii 1000 mL
11.1.2. Medio nutritivo (Cantidades necesarias para preparar 1000 mL)
Sobre de Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, GIBCO) ....... 1
Suero Fetal Bovino (SFB) ....oovvvviiiiii 100 mL
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) ........coevviiiiiiiiiieiiiiiiiiieeeee, 3,7 grs
GENEAMICING ....vve et 625 pL [50 pg/mL]
Estreptomicing .........cccvvvviiiiiiiii 400 yL [100 pg/mL]
Piruvato de SOdI0 .........ccoiiuiriiiiiiiieiii e 1mM
Aminoacidos No Esenciales ..............cccvveeiiiiiiiiiiiiiiie, 1 mM
Agua Bidestilada Desionizada .............cccevvviviiiiiiiiiieeeee e 1000 mL

11.1.3. Solucién de Tripsina al 0,25% (Cantidades necesarias para preparar 1000 mL)

Cloruro de S0dio (NaCI) ........c.ccoviiieieieece e 8grs
Cloruro de Potasio (KCI) ........cvviieiieiiiieiieceee e 4 grs
Di-sodio Hidrégeno Fosfato Dodecahidrato (Na2HPO4.12H,0) ............ 0,1grs
Glucosa Monohidratada ...........cccoeeeeeiiiiiiiiiicece e 1grs
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THZMA-BASE ....oooiiiiiiiie e 3grs

ROJOFENOI ... 0,06 grs
PeniCilina G ........ooiiiiiii e 4 grs
THIPSING © .t 1grs
Solucion Buffer de Fosfato (PBS) .........coovvvvviiiiiiiiiiiiieeii, 1000 mL

11.1.4. Solucién de Colagenasa tipo V al 0,1% (Cantidades necesarias para preparar 10 mL)
Colagenasatipo V .......ovvviiiiieiiiee 0,01grs

Solucién Buffer de Fosfato (PBS) .......ccooovvvviviiiiiiiiiiee 10 mL

11.1.5. Solucién de Gelatina al 1% (Cantidades necesarias para preparar 100 mL)
Gelating ... 1grs

Agua Bidestilada Desionizada ............c.ccccoeeeeiiiiiiiiiin 100 mL

11.1.6. Solucién de Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0,02% (Cantidades necesarias

para preparar 1000 mL)
Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA) .........cccoveveeeeeeeeeienenann 0,4 grs
Agua Bidestilada Desionizada ..................coooiiiiie e 1000 mL

11.1.7. Soluciones STOCK de los Factores Solubles Ensayados (Cantidades necesarias para

preparar 10 mL)

11.1.7.1. Acido Ascérbico 1M
ACIO ASCOIDICO ... 1,76 grs

Solucion Buffer de Fosfato (PBS) .............oooeeeiiiiiii i, 10 mL

11.1.7.2. B-Glicerolfosfato 1M
B-Glicerolfosfato ............cccoviiiiiiiiiiii 3,14ars

Agua Bidestilada Desionizada ................ccoouvvviiieiiiiiiiinnn, 10 mL
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11.1.7.3. Isobutilmetilxantina 10mM
Isobutilmetilxantina ... 0,022 grs

B aNOl . 10 mL

11.1.7.4. Indometacina 10mM
INdOMELACING .....vvvieiiie e 0,036 grs

BHaNOl ..o 10 mL

11.1.8. Medios Inductores Ensayados (Cantidades necesarias para preparar 25 mL)

11.1.8.1. Medio Osteogénico

Insulina Recombinante (STOCK 100UI/mL) ............ccveen.n. 521 pL. [6 pg/mL]
ACIAO ASCOMDICO ..ot 7,1 uL [50 pg/mL]
Dexametasona (STOCK 2 mg/mL) .........cccccvvvvvviviiiiinieeeeen, 6,45 pL [1.107 M]
B-Glicerolfosfato .............coovveiiieii 250 L [10mM]
Medio NUHLIVO ..vveveiee e 25 mL

11.1.8.2. Medio Condrogénico

Insulina Recombinante (STOCK 100Ul/ML) ..........cccveeeeennnee. 521 uL [5 pg/mL]
ACIAO ASCODICO ........cveeeeveeee e 7,1 uL [50 pg/mL]
Dexametasona (STOCK 2 mg/mL) .......ooovvviveieiiiiiiiieeee, 6,45 pL [1.107M]
Medio NULFIEIVO ......oeveeeiiiiicce e, 25mL

11.1.8.3. Medio Adipogénico

Insulina Recombinante (STOCK 100Ul/mL) ..........cccceeeennnnne. 1042 uL [10 pg/mL]
Dexametasona (STOCK 2 mg/mL) .......cccovvvveiiiiiiiiiiiieee, 64,55 uL [1.108 M]
Isobutilmetilxanting ..............ooooiiiiiiiiiiiiicee e, 1250 uL [0,5 mM]
INAOMELACING ... 500 uL [0,2 mM]
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Medio NUHLIVO ....oovviiie e, 25 mL

11.2. Soluciones fijadoras

11.2.1. Solucién de Formalina neutral al 10% (Cantidades necesarias para preparar 100 mL)
Formaldehido al 37% ......coeeeiiiiiiiie e, 27 mL

Solucién Buffer de Fosfato (PBS) .......ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiee 73 mL

11.2.2. Solucién de Albumina de Mayer (Cantidades necesarias para preparar 10 mL)

Clara de HUBVO .. ..o 5mL
GlICBIING v e 5mL
TIMIO e 2mL

11.3. Soluciones colorantes (Cantidades necesarias para preparar 10 mL)

11.3.1. Solucién de Rojo de Alizarina S al 2%
Rojode AliZarina S...........coooiiiiii e 0,29rs
Agua Bidestilada Desionizada .................ccoooiiiiie e 10 mL

Ajustar el pH a un rango de 4,1 — 4,3 usando &cido clorhidrico (HCL 1M)

11.3.2. Solucion acuosa de Safranina O al 0,1%
Safranina O ......ovviiiiiie s 0,01 grs

Agua Bidestilada Desionizada ................cocovviiiiniiiiiiii 10 mL

11.3.3. Solucidn de Fast Green al 0,001%
Fast Green FCF ... 0,0001 grs

Agua Bidestilada Desionizada ..............ccccoeeeiiiiiiiiiii 10 mL

11.3.4. Solucion de Azul de Toluidina al 0,1%

Azul de TOlUIAING .....ovveii e 0,01 grs
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Agua Bidestilada Desionizada ..............cccvveieiiiiiiiiiieeeen 10 mL

11.3.5. Solucién de Azul Alcian pH 2,5

AZULAICIAN <. 0,25 grs
Acido ACtICO GIACIAL .............c..cvviveriieieiescieeeee s 075mL
Agua Bidestilada Desionizada .................cooooiiiiiiiiiiiieee e 24,25 mL

11.3.6. Solucion de Sudan Il al 0,2%

SUAN T oo 0,02 grs
ACBIONGA .o 5mL
Btan0l @l 70% ...ovveeeeieeee e 5mL
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