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RESUMEN

Actualmente existe una alta incidencia de patologias causadas por la destruccion de
cartilago. Como sabemos el cartilago es un tejido avascular con una capacidad limitada de
proliferacién y de reparacion es por ello que existen diversas técnicas para el abordaje
terapéutico y produccién del cartilago por bioingenieria de tejidos. Una de las alternativas
mas estudiadas y con mayores avances en la actualidad, es la utilizacion de células madre,
células indiferenciadas que tienen la capacidad de convertirse en diversos tipos celulares,
incluso generar células diferenciadas mas alla de los limites del propio tejido donde se
encuentren. Entre las diversas fuentes de obtencion de células madre tenemos al tejido
adiposo, el cual por diversos estudios se ha demostrado que es una fuente rica en células
madre mesenquiles (CMM), son de facil obtencion y pueden diferenciarse a diversos
linajes como el epidérmico, osteogénico y condrogénico. También se sabe que el cultivo de
condrocitos es poco viable cuando hablamos de bioingenieria de tejidos por lo cual es
importante continuar la busqueda de condiciones para la produccion de este tipo celular. En
este sentido, el objetivo del presente estudio fue inducir el proceso de diferenciacion
condrogénica de las CMM del tejido adiposo empleando un sistema de co-cultivo con
cartilago de raton, ademas de evaluar el efecto sobre las CMM del medio en el cual fueron
mantenidos los co-cultivo. Para ello se aislaron y establecieron los cultivos de CMM,
fibroblastos y condrocitos para luego realizar los co-cultivos. Se empleo dos sistemas de

co-cultivo, el primero un co-cultivo de CMM con fibroblastos y el segundo un co-



cultivo de CMM con condrocitos. Ademas cada una de los sistemas fué mantenido en dos
medios diferentes, un medio nutritivo bésico y un medio condrogénico. La induccion hacia
el linaje condrogénico se evalu6 mediante el uso de técnicas histoquimicas. Estos
resultados indican que en los sistemas empleados se observa una induccién hacia el linaje
condrogénico, ya que se demostré la presencia de componentes de matriz como GAGs
acidos carboxilados y GAGs sulfatados. Sin embargo, en el sistema de co-cultivo de CMM
con fibroblastos mantenidos en medio nutritivo esta induccién no se observéd. Esto nos
permite concluir que la presencia de condrocitos, asi como el uso de un medio
condrogénico son necesarios para la induccion de las CMM hacia el linaje condrogénico,
ademas de que existe una sinergia entre los factores producidos por los condrocitos y los
componentes presentes en el medio condrogenico, en el proceso de induccidn de estas

CMM.
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1. INTRODUCCION

Hoy por hoy la gran prevalencia de enfermedades y lesiones junto con la capacidad
insignificante para auto-repararse del cartilago es uno de los focos de investigacién en

bioingenieria del cartilago (Bigdeli y col., 2009).

1.1Cartilago

El cartilago, también Ilamado tejido cartilaginoso es un tejido conectivo especializado,
constituido por células condrdgenas (condrocitos y condroblastos), fibras colagenas,
elasticas y matriz extracelular (MEC) la cual se forma y se mantiene a través de este tipo
celular. Este tejido se especializa para proveer sostén, siendo una estructura avascular,
fuerte y flexible. Las principales funciones son servir como armazon flexible; permitir que
los huesos se muevan libremente en las articulaciones a la par que sostienen un gran peso y
sirven como precursor de los huesos largos del organismo. Ademas ofrece poca resistencia
a la presion, recuperando su forma cuando aquella cesa, propiedad que se conoce como
resiliencia. (Surribas y Lawzewitsch, 1984; Gartner y Hiatt, 1997; Dellmann y Carithers,

1999; Mondalvo, 2010).

1.1.1. Desarrollo del cartilago

La formacion del cartilago se lleva a cabo durante el proceso de gestacion
embrionaria, iniciandose con la formacion de las capas germinales, donde a partir de las
células mesenquimales que constituyen el mesodermo se desarrollo el brote primordial,

éstas células condensan dando origen a un esbozo de esqueleto cartilaginoso que se forma



por accién de diversos factores paracrinos, activacion de factores de transcripcion,
sefializacion interna y se ve facilitado por alta densidad de células; luego las células que
conforman dicho esbozo comienzan a diferenciarse en condroblastos que secretan matriz
cartilaginosa. Estos condroblastos se separan entre si por efecto de la abundante MEC vy al
quedar encerrados por dicha matriz se transforman en condrocitos, los cuales son las células
maduras del cartilago. La region mas préxima al condrocito es un espacio denominado
condroplasto, el cual es una laguna en la que se mantiene cada célula o conjunto de células,
el interior de esta zona es llamado capsula o matriz territorial y a medida que la matriz se
aleja del condrocito esta zona recibe el nombre de matriz interterritorial, diferenciandose de
la anterior por su baja concentracion de proteoglicanos (PG), componente de la matriz
cartilaginosa (Carbonay col, 2006; Ross y Pawlina, 2007; Sanchis, 2009).

Todo este proceso ocurre en el embrion formandose regiones especificas que se
convierten en segmentos de cartilago, mientras que algunas ceélulas se vuelven
indiferenciadas y alargadas simultaneamente con la pérdida de colageno tipo Il y aparece la
expresion de colageno tipo 1. Esta region se conoce como la articulacion entre zonas, la
cual desempefia un papel fundamental en el desarrollo del cartilago articular, menisco y los
ligamentos. Esta se compone de tres capas: la capa central, formada por células dispuestas
al azar entre dos capas condrogénicas mas densas. En las capas condrogénicas, las células
se alinean paralelamente a la region de las epifisis adyacente. Por otra parte, en el embrién
humano durante la séptima semana, los condrocitos en la region central de los segmentos
cartilaginosos se hipertrofian y la matriz comienza a calcificarse. El tejido 6seo reemplaza
al cartilago calcificado proceso que se describe como osificacion endocondral, por lo cual

éste constituye el principal centro de osificacion. Los condrocitos en cada lado del centro



primario de osificacion pasan por una secuencia de proliferacion, maduracion e hipertrofia
de la placa en crecimiento. El tejido dseo se expande longitudinalmente, ya que
continuamente reemplaza el cartilago hipertréfico. El crecimiento del tejido éseo a partir
del primero y segundo centro de osificacion, finalmente reemplaza todo el tejido del
cartilago en el centro de los huesos largos, mientras que s6lo la capa de cartilago que cubre
la extremos de los huesos persiste durante toda la vida y proporciona una superficie suave

para el conjunto de articulacion, por lo que se Ilama cartilago articular (Wang y col. 2009).

1.1.2 Composicion del cartilago

El cartilago se compone por condrocitos, condroblastos y una gran cantidad de
MEC. Como se menciono previamente, las células condrogénicas o condroblastos poseen
una alta capacidad secretora y una vez que son rodeadas por la matriz se diferencian y se
convierten en condrocitos. La MEC del cartilago ocupa el 90% o mas del volumen total y
se compone de macromoléculas estructurales y de sustancia fundamental que no es mas que
una sustancia amorfa con la consistencia de un gel y que esta constituida en general por el
agua, minerales y de sustancias inorganicas (Paniagua y col., 2002).

Las macromoléculas estructurales de la MEC del cartilago se clasifican en tres
grandes grupos: los colagenos, PG, y otras proteinas no colagenas. Los colagenos incluyen
varios tipos entre ellos: Il, VI, IX, X y Xl, siendo el colageno tipo Il el de mayor
abundancia, representando entre el 90 y 95% del total de colageno en el tejido
cartilaginoso. Los colagenos tipo I, 1X, y XI forman la matriz de fibrillas, en la cual el
colageno tipo IX puede unirse covalentemente a una fibrilla en un extremo y en el otro

extremo a otra molécula de colageno tipo IX. Esta interaccidén permite que las fibrillas de



colageno formen una malla, atrapando en el tejido otras macromoléculas como los PG. El
colageno tipo VI conecta los condrocitos y la MEC circundante, mientras que el colageno
tipo X, desempefia un papel en la mineralizacion. Los PG del cartilago incluyen agrecan,
decorina, fibromodulina, y perlecan. Estas moléculas constan de un nucleo de proteina y
una 0 mas cadenas laterales de glicosaminoglicanos (GAGS), los cuales estdn compuestos
por polisacaridos de unidades repetidas de disacéarido, que son modificadas con grupos
amino, carboxilato o sulfato. Tomando en cuenta la composicion de las unidades de
disacarido y los grupos de sustitucion, los GAGs se clasifican en condroitin sulfato,
queratan sulfato, heparan sulfato y dermatan sulfato. Cada PG tiene una composicién unica
de GAGs, por ejemplo el acido hialurénico es una molécula de GAGs de alto peso
molecular sin nucleo de proteinas. Los GAGs poseen caracteristicas hidrofilicas y los
agregados de PG grandes ayudan a mantener el alto contenido de agua en el tejido. Por lo
tanto, PG agregados en conjunto con la malla de colageno dan la rigidez del cartilago y
resistencia a las repetidas cargas mecanicas (Ross y Pawlina, 2007; Wang y col., 2009;

Sanchis, 2010).

1.1.3 Tipos de cartilago
El tejido cartilaginoso de acuerdo a su composicién y lugar donde se encuentra se

puede clasificar en:



1.1.3.1 Cartilago hialino

El cartilago hialino es el mas abundante del cuerpo humano formado principalmente
por fibrillas de colageno tipo Il. Se encuentra presente en el esqueleto nasal, la laringe, la
traquea, los bronquios, los arcos costales (costillas) y los extremos articulares de los huesos,
este tejido es avascular, nutriéndose a partir del liquido sinovial. Posee un pericondrio, el
cual es una capa de tejido conjuntivo denso que se adhiere firmemente al tejido
cartilaginoso, formado por células llamadas fibroblastos que acompafian de manera
permanente a algunos organos en los que es determinante su presencia para el buen

funcionamiento (Carbona y col., 2006; Sanchis, 2009).

1.1.3.2 Cartilago Elastico

Este tipo de cartilago se encuentra en el pabellon auricular, paredes del conducto
auditivo externo, trompa de Eustaquio y epiglotis, siendo en el mismo los condrocitos mas
abundantes y grandes que los del cartilago hialino. La MEC presenta abundante colageno
tipo I, fibras y laminas elasticas, formando un entretejido denso de finas fibras elasticas,
las cuales le confieren elasticidad, distensibilidad y maleabilidad proporcionandole mayor
flexibilidad, en comparacion con la MEC del cartilago hialino. El cartilago elastico esta
rodeado por pericondrio y su crecimiento es tanto intersticial como por aposicion, a partir

de éste. Este tipo de cartilago no se calcifica (Carbona y col., 2006; Sanchis, 2009).



1.1.3.3 Cartilago Fibroso o fibrocartilago

Este tipo de cartilago se diferencia de los otros dos tipos en la distribucién de los
condrocitos ya que se encuentran dispersos dentro de las fibras de coldgeno, no cuenta con
gran cantidad de matriz, ni con pericondrio. Los condrocitos del fibrocartilago suelen surgir
de fibroblastos que comienzan a elaborar PG. A medida que la sustancia fundamental rodea
el fibroblasto, la célula queda encerrada en su matriz y se diferencia en una célula
condrocitica. El cartilago fibroso se encuentra en los discos intervertebrales, sinfisis pubica,
meniscos de rodilla, y en la insercion de los tendones con los huesos donde su funcién
primordial es soportar compresion y distension, ademas de actuar como amortiguador. Se
considera un tipo transicional entre el cartilago hialino y el tejido conectivo denso que

forma parte de tendones y ligamentos (Carbona y col., 2006; Sanchis, 2009).

1.1.4 Crecimiento del cartilago

El crecimiento del cartilago se efectia mediante dos tipos de mecanismos, crecimiento

por aposicion o exdgeno y crecimiento intersticial o endégeno.

1.1.4.1 Crecimiento aposicional

El crecimiento aposicional se da a partir de la capa interna del pericondrio presente
en los cartilagos hialino y elastico, por proliferacion de las células mesenquimatosas de la

zona profunda del pericondrio generando de manera continua nuevas capas de cartilago. Lo



continla un proceso de diferenciacion de estas células hacia condroblastos, los cuales
segregan componentes de MEC como fibras colagenas, quedando las mismas incluidas en
dicha matriz. Entonces, el cartilago crece hacia el exterior por la aposicion de capas

sucesivas (Carbona y col., 2006).

1.1.4.2 Crecimiento intersticial

En el crecimiento intersticial los condrocitos suelen reunirse en pequefios grupos
denominados grupos isogenos o nidos celulares, constituidos cada uno de ellos por la
progenie de un condrocito que ha pasado por varias divisiones mitéticas. De esta forma el
crecimiento intersticial desarrolla dos tipos de disposiciones: si la mitosis se efectia en una
sola direccion tenemos un grupo de condrocitos alineados, denominado grupo isogénico
axial, pero si las divisiones se realizan en todos los sentidos, tenemos un grupo isogénico

coronario (Carbona y col., 2006).

1.1.5 Regeneracion y reparacion del cartilago

La capacidad de regeneracion del cartilago es muy pobre, debido a que los
condrocitos del cartilago del adulto son incapaces de dividirse; sin embargo, en las lesiones
del cartilago préximas a la superficie sinovial (donde las células de la membrana sinovial
no han sido afectadas), puede ocurrir cierta cicatrizacion, a expensas de las células
sinoviales que proliferan y producen fibrocartilago. Aunque se trata de un tejido con alta
capacidad de resistencia, se ha demostrado en multiples casos que, una vez que la célula
condrocitica ha sufrido lesion, se observa que manifiesta una incapacidad en la reparacion.

También puede influir la propia avascularidad inherente al tejido; otras razones podrian ser



la baja capacidad migratoria y la confinacién que tienen al microambiente cartilaginoso. Un
condrocito maduro se limita principalmente a la produccién de MEC en aras de la
preservacion de la superficie articular; sin embargo, al alcanzar la madurez le resulta dificil
la division mit6tica y, de hecho, la proliferacién es escasa. Situacion que conlleva
irremediablemente a la pérdida paulatina de la celularidad del cartilago, y con esto, a la

disminucién en la MEC (Carbona y col., 2006).

1.1.6 Patologias asociadas al cartilago
Actualmente, existe una alta incidencia de patologias causadas por la progresiva
destruccion del cartilago. Estas patologias degenerativas representaran en pocos afos
enfermedades cronicas; las mismas estdn muy relacionadas con la edad y afectan la
homedstasis del cartilago (Guillen y col., 2005). Entre ellas podemos mencionar algunas

como.

1.1.6.1 Artritis

La artritis es una enfermedad autoinmune, en la cual el sistema inmunolégico ataca
los componentes del cartilago, destruyendo al cartilago y el hueso subcondral. La
prevalencia de la AR en la poblacion mundial se sitta entre 0,5y 1% (Whang y col., 2009).

1.1.6.2 Osteoartritis (OA)

También llamada artrosis es una enfermedad degenerativa de las articulaciones, que
se caracteriza por una progresiva pérdida de cartilago y una mayor formacion de hueso

subcondral, encontrando el nuevo hueso en formacidn en los margenes de las articulaciones



(osteofitos). Mas del 10% de la poblacion de 65 afios de edad sufre de artrosis, la principal
causa de discapacidad en los ancianos (Hickey y col., 2003; Whang y col., 2009).

Para el tratamiento de estas patologias, existen diferentes tipos de terapia, sin
embargo no son muy exitosas por lo cual hoy en dia el abordaje terapéutico se basa

principalmente en la produccion de cartilago por bioingenieria de tejidos.

1.1.7 Bioingenieria de tejidos

La bioingenieria de tejidos es la union interdisciplinaria de los principios y métodos
de ciencias de la ingenieria celular, molecular, bioldgica y la medicina clinica para
desarrollar y mejorar las estrategias para recuperar tejidos dafiados que tiene un enorme
potencial médico para las personas que presentan dafios en el tejido o enfermedades
degenerativas (Falke y Atala., 2000; Whang y col., 2009). En esta ciencia el uso de las

células madre es de gran importancia.

1.2 Células madre

Las células madre son una de las alternativas mas estudiadas y con mayores
avances, en la bioingenieria de tejidos. Su caracteristica principal es que son células
indiferenciadas que tienen la asombrosa capacidad de convertirse en diversos tipos
celulares.

En el 2006, el Comité de la Sociedad Internacional de Terapia Celular de células
madre mesenquimales (CMM) propuso establecer un conjunto minimo de cuatro criterios
para la identificacion de estas células. Estos criterios son los siguientes:

a) Se adhieren al plastico en condiciones normales de cultivo.



b) Tienen la capacidad de diferenciacion condrogenica, adipogénica y osteogénica.

c¢) Expresan marcadores de superficie como CD44, CD73, CD90, CD105 y CD166.

d) Carecen de la expresién de marcadores de linaje hematopoyético como c-Kit,
CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19 y antigenos leucocitario humanos (HLA)-DR
(Dominici y col., 2006).

Estas células representan un sistema de reparacion para el cuerpo, pudiendo
dividirse potencialmente sin limite para sustituir otras células que se han dafiado (Perin,

2008).

1.2.1 Clasificacion de las células madre

Las células madre se pueden clasificar en dos tipos segun el estadio de desarrollo
del organismo de donde se extraigan: a) Celulas madre embrionarias, que tienen la
capacidad de formar cualquier tipo de célula del cuerpo, no obstante, existen problemas
éticos muy controversiales sobre su utilizacion en humanos. b) Las células madre adultas
que son intrinsecas a varios tejidos. Las mismas son capaces de mantener, generar y
reemplazar las células diferenciadas en su propio tejido como consecuencia de la
renovacion fisiologica. Actualmente se conoce que estas células madre mesenquimales
generan células con la capacidad de diferenciacion mas alla de los limites del propio tejido
en donde se encuentran (Korbling y Estrov, 2003), no obstante presentan ciertas
desventajas ya que se dividen de forma finita y pueden poseer mutaciones gque no se

manifiestan (Pecorino, 2001).
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Ademaés, estas celulas se pueden clasificar de acuerdo a su potencialidad,
entendiéndose ello como la capacidad intrinseca que poseen de generar todos, uno o
diversos tipos celulares (Figura 1), en base a lo cual se consideran tres tipos de células
madre: a) totipotentes, como el cigoto y las células de la morula, las cuales pueden generar
un organismo completo y las membranas extraembrionarias; b) pluripotentes, como las de
la masa interna del blastocisto y las células germinales embrionarias de la cresta gonadal
entre la quinta y décima semana que generan cualquier tipo celular del organismo adulto y
por altimo, c) las multipotentes que se encuentran en el tejido adulto y tienen la capacidad
de generar células pero de la misma capa embrionaria que le dio origen al tejido.

Ademas, se han descrito dos tipos de células multipotentes: las células madre
adultas que se encuentran en la médula Osea, tracto respiratorio, intestino, sistema nervioso,
testiculos, piel entre otros, y CMM que se encuentran distribuidas en los tejidos conectivos
del cuerpo como el adiposo, cartilago, tejido 0seo, tejido hematopoyético, tejido conectivo

denso y laxo (Pecorino, 2001; Flores y Paniagua, 2006; Zamudio, 2008).
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Figura 1.Clasificacion de células madre. Tomado y modificado de Pecorino (2001).

1.2.2 Caracteristicas, funcién y fuentes de obtencion de las CMM de tejidos adultos
1.2.2.1 Caracteristicas de la CMM
Las CMM tienen como caracteristica principal presentar capacidad clonogeénica, es
decir, una CMM puede generar una linea de células genéticamente idénticas, con la
capacidad de diferenciacion “in vivo” hacia los tipos de células del tejido en el cual ellas
residen, y en condiciones “in vitro”. Ademas que pueden diferenciarse a una amplia

variedad de linajes celulares segun el microambiente circundante y estas células poseen la
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capacidad propia de renovacion durante el periodo de vida del organismo (Roura y col.,

2005; Rodriguez, 2005).

1.2.2.2 Funcién “in vive” de las CMM de tejidos adultos

Las CMM tienen como funcion fundamental en el organismo, mantener la
homeostasis, que es un proceso en el cual algunas células diferenciadas son eliminadas
periddicamente y reemplazadas por nuevas células que se derivan de las células madre
preexistentes en el tejido (Pellettieri y col., 2007). También sirven como reservorio para la
renovacion y reparacion ya que, poseen un alto potencial autorrenovacion mediando
algunos mecanismos para evitar el rechazo alogenico. En este sentido, multiples estudios
han demostrado que evitan el alorreconocimiento, interfieren con las células dendriticas y
la funcion de las células T e inducen un microambiente inmunosupresor local por la
secrecion de citocinas. El efecto inmunorregulador de las CMM humanas se incrementa
cuando las células estan expuestas a un medio ambiente inflamatorio caracterizado por un
aumento local de interferon gamma (IFN) (Wang y col., 2009; Consuelo y col., 2010).

Por lo tanto, las CMM reflejan una poblacion de células de regenerativas que
pueden ser movilizadas en caso de lesion, enfermedad o degeneracion, para inducir un
mecanismo de reparacién en conjunto con factores de crecimiento secretados por las
mismas células.

Por otro lado, las CMM afectan el funcionamiento del sistema inmunoldgico. En
este sentido algunos estudios realizados demuestran que pueden inhibir la proliferacion de
linfocitos inducida por aloantigenos, mitégenos como fitohemaglutinina y concavalina A, y

anticuerpos anti CD3 y CD28. Asi mismo, durante la maduracién de las células dendriticas,
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las CMM pueden inhibir la expresion de moléculas involucradas en la presentacion de
antigenos (Pellettieri y col., 2007; Wang y col., 2009; Consuelo y col., 2010).

Considerando que la mayoria de este tipo de células poseen la capacidad reparadora
de los tejidos, en los ultimos afios se han identificado y estudiado las CMM de diversos
tejidos animales. Ademas se ha desarrollado una serie de técnicas que han permitido

aislarlas, cultivarlas y manipularlas en condiciones “in vitro”.

1.2.2.3 Fuentes de obtencion de CMM de tejidos adultos

Las CMM de tejidos adultos se aislaron y caracterizaron originalmente a partir de
medula 0sea basandose en la capacidad de adherencia al plastico. Estas células en cultivo
son capaces de mantener su potencialidad de diferenciacion por largo tiempo y mostrar
caracteristicas de las células progenitoras. Actualmente diversos estudios han demostrado,
que las CMM pueden ser aisladas con diferentes técnicas de una variedad de tejidos
mesenguimales como corddn umbilical, pulpa dental, membrana sinovial, musculo, sangre,
dermis, pericitos, hueso trabecular, periostio y tejido adiposo, entre otros ( Pittenger y col.,
1999; Chen y Tuan, 2008; Wang y col., 2009). Haciendo referencia a este Gltimo tejido se
ha demostrado en diversos estudios ~”in vitro” " que el tejido adiposo es una fuente rica
en CMM; éstas han sido aisladas de lipoaspirados o a partir de abdominoplastias (Zuk y
col., 2002; Cheny Tuan, 2008; Bohrnsen y col., 2009; Hildner y col., 2009; Hwang y col.,

2011).
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1.3 Tejido adiposo

El tejido adiposo es un tejido conjuntivo especializado que cumple una funcién
importante en la homeostasis energética; estd conformado por adipocitos individuales o
reunidos por grupos, los cuales derivan de las CMM indiferenciadas que estan en la
adventicia de las vénulas pequefias (Ross y Pawlina, 2007).

1.3.1 Tipos de tejido adiposo

En los mamiferos existen dos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo unilocular o
blanco y el tejido adiposo multilocular o pardo. Ambos sirven de aislamiento y proteccion
al cuerpo, pero cada uno de ellos tambien cumple funciones especificas (Geneser, 2003).

1.3.1.1 El tejido adiposo blanco representa la mayor parte del tejido adiposo del
adulto, en humanos es aproximadamente el 10% del peso corporal. También se le denomina
tejido adiposo unilocular porque las células contienen una enorme gota lipidica, los
adipocitos son células ovaladas aplanadas, muy grandes representan un didmetro hasta de
120um, con un citoplasma reducido a una fina banda periférica que se separa de la gota
lipidica por filamentos de vimentina, dispuestos tangencialmente a la gota, en donde el
nacleo se encuentra desplazado al citoplasma. En el citoplasma ademéas se destacan
mitocondrias pequefias, un complejo de Golgi poco desarrollado y canales tortuosos de
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y reticulo endoplasmatico liso (REL). Este tejido se
encuentra vascularizado, por lo cual cada adipocito estd en contacto con al menos un
capilar (Paniagua y col., 2002; Geneser, 2003).

Una de las funciones de los adipocitos del tejido adiposo blanco es el de producir
leptina, una hormona que informa al cerebro del estado nutricional del individuo para

regular la ingesta y el gasto energético y de amortiguar 6rganos vitales (Geneser, 2003).
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1.3.1.2 En contraste, el tejido adiposo pardo constituye una variante del tejido
adiposo blanco, se encuentra en los mamiferos en los fetos y en los recién nacidos pero es
raro en los adultos. Son células méas pequefias que las del tejido adiposo blanco presentan
una morfologia poligonal, el citoplasma no contiene una sola gota lipidica si no multiples
gotas lipidicas de tamafio variable, el nicleo no esta desplazado y puede ser incluso central.
El RER, REL y el aparato de Golgi se encuentran poco desarrollados.

La principal funcion de este tejido es controlar la ingesta de agua y de alimento
ademas de mantener la temperatura. Adicionalmente es importante mencionar que el tejido
adiposo pardo se caracteriza por ser lobulado y se distinguen mas capilares que en el tejido
adiposo blanco, dado que la irrigacion sanguinea es mas rica (Geneser, 2003; Rossy
Pawlina, 2007).

Ademas de los adipocitos, en el tejido adiposo también se encuentran otros tipos
celulares como las células del estroma vascular; componentes que incluye células
musculares, células endoteliales, fibroblastos, células sanguineas, células precursoras de
adipocitos y poblaciones de células progenitoras indiferenciadas (Ross y Pawlina, 2007).

Diferentes estudios han demostrado que a partir del tejido adiposo se puede obtener
CMM las cuales no requieren de muchos factores especificos para proliferar y mantener su
potencial de diferenciacion. La funcidn de estas células “in vivo” es la de ser precursora de
los adipocitos que forman parte de la masa total del tejido adiposo del organismo pero “in

’

vitro” esta poblacidn de células es capaz de diferenciarse hacia distintos linajes celulares
como: osteogénico, condrogénico, miogénico, neurogénico entre otros (Zuk y col., 2002;

Rodriguez, 2009; Merentes, 2009; Hwang y col., 2011).

16



1.3.2 Caracteristicas de las CMM provenientes del tejido adiposo

A nivel morfoldgico, las células madre mesenquimales del tejido adiposo se
observan como células fusiformes, que forman colonias similares a los fibroblastos.
Pittenger y col. en 1999, demostraron mediante ensayos de diferenciacion hacia distintos
linajes celulares, que estas células no son fibroblastos. Estos linajes pueden ser osteogénico,
adipogénico, miogénico, condrogénico y neurogénico (Pittenger y col., 1999; Rodriguez,
2005 y 2009; Merentes, 2009).

Para caracterizar el fenotipo de las CMM existen una serie de anticuerpos
monoclonales que permiten determinar el fenotipo de estas células, los cuales expresan
antigenos de superficie tales como SH2, SH3, CD9, CD10 (CALLA), CD13
(aminopeptidasa), CD29 (Bl1-integrina), CD49e(a-5 integrina), CD55 (DAF), CD106
(ALCAM), Vimentina y STRO-1. Estos han sido considerado como marcadores de las

CMM (Gomillinon y col., 2006).

1.3.3 Plasticidad y transdiferenciacion en CMM

Como ya se ha mencionado, existe un gran nimero de evidencias experimentales
que apoyan la idea de que las CMM poseen la capacidad de generar tipos celulares
especializados diferentes al de su origen embrionario, cuestionando de esta manera el
paradigma tradicional de la biologia del desarrollo, sugiriendo que estas células, poseen una
enorme plasticidad. Los datos sugieren que las CMM tienen la capacidad de

transdiferenciarse y aunque se han postulado mecanismos alternativos, como la fusion
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celular, aparentemente esta transdiferenciacion puede ocurrir a traves de un proceso de de-

diferenciacion y re-diferenciacion (Beltran y col., 2005).

La evidencia de un estado mayor de potencial de diferenciacion de las CMM ha
llevado a introducir el concepto de Plasticidad Celular, que es la capacidad de una CMM
de un tejido especifico para generar un tipo celular especializado diferente al de su origen
embrionario. Por lo tanto, al evaluar la plasticidad en condiciones experimentales, deben
cumplirse criterios basicos que incluyen: la capacidad de autorenovacion, la diferenciacion
morfologica y funcional hacia tipos celulares de un origen embrionario y por lo menos a un
tipo celular de diferente linaje.

De la misma manera se ha cuestionado el proceso de diferenciacion celular debido a
que habla también de la clasificacion de las células madre como unipotentes en donde éstas
se encuentran comprometidas a un linaje especifico a lo largo de toda la vida del
organismo; lo cual esta siendo debatido gracias a los resultados de diferentes trabajos de
investigativos. En donde se ha denominado Transdiferenciacion a la capacidad de las
CMM para dar origen a células de diferente origen embrionario probablemente debido a la
influencia de factores del microambiente extracelular, lo cual implica la conversion de una
célula a otro tipo de célula de un linaje distinto, acompafiado de la pérdida de marcadores
especificos y de la funcién del tipo celular original y de la adquisicion de marcadores y
funcion de otro tipo celular (Beltran y col., 2005).

La transdiferenciacion involucra la reprogramacion genética de la célula y si ésta
reprogramacion ocurre directamente o a través de un proceso de multiples pasos, todavia es

un tema en investigacion. Sin embargo, se ha propuesto que esta conversion celular puede
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suceder por la activacion directa de un programa de diferenciacion que altere la
especificidad del linaje original, o a través de un proceso de pérdida de diferenciacion (des-
diferenciacion) de una célula de un tejido especifico a un estado primitivo, seguido de la
re-diferenciacion hacia un nuevo linaje celular. Por ello es posible que el microambiente en
el cual se introduzcan las CMM induzca una reprogramacion genética por la expresion de
diversos factores solubles sobre las células, y ser capaces de ejercer un efecto en la

activacion de genes silenciados (Beltran y col., 2005; Calderon, 2007; Zamudio, 2008).

1.4 Microambiente

Podemos definir microambiente como el entorno que rodea a las células en
donde se encuentre, dicho entorno estd compuesto por diversas sustancias y factores
producidos y secretados naturalmente en el lugar donde se encuentre la célula o a través del
torrente sanguineo teniendo efecto en otro lugar. Este efecto puede ser estimulador o
inhibitorio y actla sobre los receptores de las celulas diana por diferentes vias: La
endocrina donde las células secretoras liberan el factor a la sangre alcanzando a la célula
diana en un lugar alejado; la paracrina, donde una molécula de sefializacion es producida
por una célula y se difunde hasta una célula diana que se encuentra cercana y la autocrina,
que se da por union de la célula y una molécula de sefializacion producida por ella misma.
Invivo se dan las tres vias, mientras que “in vitro” sOlo las dos ultimas (Lodish y
col., 2005). Los factores antes mencionados regulan la morfologia, proliferacion,
diferenciacion y metabolismo de las CMM. Todo esto sugiere que el microambiente forma
un papel fundamental en el mantenimiento del estado indiferenciado de las células madre

mesenguimales, y en la induccidn hacia un tipo celular especifico (Rodriguez, 2009).
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A pesar de la capacidad para cultivar y mantener estas células “in vitro” ,
la verdadera naturaleza de las CMM, solo puede ser entendida mediante el estudio del
microambiente que los rodea. Es ahi donde juegan un papel importante los factores
epigenéticos que son todos aquellos factores no genéticos que intervienen en la
determinacion del desarrollo del organismo. En este sentido diversos estudios “in vivo” e
“in vitro”, han mostrado que estos factores tienen una profunda influencia sobre la
morfologia, proliferacion, diferenciacion y respuesta metabdlica de las células madre
mesenquimales. Entre los factores podemos mencionar: la composicion del medio,
densidad celular, organizacion espacial, fuerzas mecanicas, interaccion celula-celula,

célula-matriz extracelular y factores de crecimiento especificos (Pittenger y col., 1999).

1.4.1 Factores solubles

Factores solubles pueden ser suministrados a las células en el medio de cultivo o
con la utilizacion de una matriz “in vitro” 0 pueden encontrarse en el microambiente
donde son trasplantadas “in vivo™ permitiendo la induccion de las células hacia otro linaje
(Calderon, 2007; Zamudio, 2008). Estos factores influyen sobre el comportamiento de las
células madre, y pueden estar presentes en el medio de manera soluble (Factores
solubles), y presentar una naturaleza bioldgica (proteinas u hormonas), 6 quimica (B-
mercaptoetanol, alcoholes, etc.) (Freshney, 2000). Ademas son responsables en parte, de la
induccion a la diferenciacion y transdiferenciacion de células. Se encuentran formando
parte del suero, utilizado muchas veces en la suplementacion del medio, pero ademas puede

adicionarse, creando asi los denominados medios inductores; muy utilizados actualmente
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en la canalizacion de un fenotipo determinado en las células poco diferenciadas y células
madre. Estos, pueden ser fisioldgicos y no fisioldgicos.

Los fisiologicos se dividen en: esteroides (hidrocortisona), hormonas peptidicas
(insulina, tirotropina), citoquinas, factores de crecimiento transformante, interleucinas,
vitaminas, minerales; y los no fisiol6gicos como por ejemplo DMSO (Dimetil Sulfoxido).
Ambos tipos de factores junto con los factores epigenéticos han sido sefialados como
responsables de regular el proceso de diferenciacion celular en cultivo (Freshney, 2000).

La accion de los compuestos solubles de naturaleza organica sobre los cultivos
de CMM es objeto de estudio. Hoy por hoy se conoce la accion de algunos de ellos en la
diferenciacion celular, por lo que son utilizados en los medios inductores de diferenciacion.
Asi como por ejemplo los medios de diferenciacion condrogénica contienen &cido
ascaérbico, insulina, dexametasona, TGF-B, BPM, entre otros (Pittenger y col., 1999; Wang
y col., 2009).

Entre los efectos de estos factores solubles encontramos a la dexametasona
glucocorticoide sintético eleva la actividad de enzimas como la colagenasa y la fosfatasa
alcalina; tiene una influencia en el fenotipo de las células indiferenciadas a distintas
concentraciones, induciendo la expresion del sistema cartilaginoso, la secrecion de una
matriz 6sea o la formacion de inclusiones lipidicas. Otro factor soluble de importancia es la
insulina, la cual es una hormona polipeptidica secretada naturalmente por las células
pancredticas tipo B, actuando de manera autocrina o paracrina por la union a su receptor de
membrana. In vivo, se encarga de regular el metabolismo de la glucosa vy la sintesis lipidica,

“in vitro”  es necesaria para el mantenimiento de las células, debido a sus propiedades
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como mitdgeno. La insulina juega un papel importante en el mantenimiento del fenotipo
diferenciado, en la estimulacién de la sintesis de glicgeno y de &cidos grasos.

El &cido ascorbico, puede actuar como: antioxidante, agente donador de electrones,
cofactor para el 6ptimo funcionamiento de otras enzimas y sustrato de enzimas (Mathews
y col., 2003). Estudios del efecto de este factor soluble sobre las células en cultivo revela
varias funciones, todas ellas asociadas con un fenotipo 6steo-condrogénico, estimulando la
sintesis de componentes de la MEC principalmente la secrecion de procoladgeno y su
conversion a colageno (Portal, 2009). De la misma manera, las Vitaminas ejercen un
papel importante en el control del desarrollo y mantenimiento del cartilago. La vitamina A
influye en el crecimiento del cartilago, su falta hace que disminuya el espesor de las placas
de crecimiento epifisiarias que determinan la longitud del futuro hueso y su exceso también
reduce el crecimiento de dichas placas. La vitamina C determina que se forma la matriz
cartilaginosa, en su ausencia no se desarrollan ni las fibras ni la sustancia fundamental. La
vitamina D no es necesaria para el mantenimiento del cartilago pero si lo es impiden la
calcificacién. La ausencia de esta vitamina, asociada a la falta de calcio (Ca*?) y fésforo
(P), impide la osificacion del cartilago. En este proceso de regulacion también la hormona
hipofisaria del crecimiento (GH) es necesaria para el desarrollo del cartilago, en concreto
para que se produzca proliferacion celular. Otra hormona como la tirotropina (TSH)
favorece el desarrollo del cartilago mediante la produccion de hormonas (Ts y Ta).
Recientemente se ha estudiado el efecto estimulador de la proliferacion celular de los
condroblastos por la calcitonina, hormona segregada por las células parafoliculares de la

glandula tiroidea (Paniagua y col., 2002).
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Por otra parte el, suero fetal de Bovino (SFB) provee componentes como
aminodcidos, lipidos, factores de crecimiento, vitaminas, hormonas e inhibidores de
proteasas, en cantidades desconocidas, que varian en los diferentes lotes, lo que afecta el
comportamiento de las células en cultivo y pueden potenciar la accién de unos factores
epigénicos sobre otros (Bianco y col., 2001).

Dentro de los factores solubles también encontramos a los Factores de
Crecimiento, los cuales son moléculas de sefializacién que pueden actuar como mit6genos
promoviendo la proliferacion de ciertos tipos de células o como morfogenos induciendo el
cambio en el fenotipo de células diana.

Existe una gran cantidad de factores de crecimiento, muchos de ellos agrupados
en familias. Los mas conocidos son el factor de crecimiento epidermal (EGF), el factor de
crecimiento fibroblastico (FGF), el factor de crecimiento transformante (TGF), el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), las proteinas morfogénicas 6seas (BMP), el factor
de crecimiento transformante tipo B (TGF-B) (Miguell y col., 2001; Estrada y col., 2006).

Entre los factores que influyen sobre la proliferacion y diferenciacion de las CMM
hacia el linaje condrogénico existe un gran numero de factores de crecimiento que
inducen vias de sefializacion intracelulares a través de la unién a receptores de superficie
celular y de esta manera las células se inducen a proliferar, diferenciarse, y sintetizar las
proteinas de la MEC demostrandose que la presencia de los factores de crecimiento son
esenciales para la formacion de cartilago “in vivo™ e “in vitro” (Wang y col., 2009).

Los miembros de la superfamilia de TGF-B se encuentran muy relacionados
estructuralmente, y regulan algunas de las interacciones de desarrollo mas importantes. Tal

es el caso de la familia TGF-B1, 2,3 y 4 que son importantes en la regulacion y formacion
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de MEC entre las células, y ademas regulan la division celular (positiva y negativamente).
TGF-B1 incrementa la cantidad de MEC que producen los condrocitos, TGF-Bs se ha
demostrado que tiene el mayor potencial condrogénico inductivo en las CMM para
aumentar la sintesis de MEC en los condrocitos, asi mismo el EGF presenta fuertes efectos
reguladores sobre los condrocitos y condrogénesis de las CMM. La BMP-2, miembro de la
superfamilia de TGF-b, y el FGF-18 también se ha demostrado que promueven la
condrogénesis de las CMM. Al mismo tiempo estas proteinas junto con IGF incrementan la

produccion de PG (Chen y Tuan, 2008; Wang y col., 2009).

1.4.2 Medios condicionados

En la actualidad se estan utilizando medios condicionados para el mantenimiento e
induccion de la diferenciacion de las CMM “in vitro”. Se denomina medio condicionado al
medio de cultivo celular que contiene los factores secretados por las células en cultivo en
un tiempo dado (Rodriguez, 2009). Un medio condicionado es el de fibroblasto obtenido a
partir de cultivos de fibroblastos. Como se sabe, los fibroblastos en condiciones “in vivo”
e "in vitro” sintetizan una serie de factores crecimiento entre los que podemos mencionar el
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), FGF, IGF, TGF-B, entre otros.
Adicionalmente las células tipo fibroblastos sintetizan componentes de MEC como el
colageno, elastina, PG y GAGS, entre otros (Citado en Rodriguez, 2009).

En base a esto se puede afirmar que los medios condicionados proporcionan una
fuente de factores solubles y componentes de MEC sintetizados por las células en cultivo,
pudiendo dichos factores y componentes ayudar a crear un microambiente muy similar a las

condiciones que rodean a las CMM en un nicho particular (Rodriguez, 2009).
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1.5 Interaccién célula — célula

Se conoce que la interaccion célula-célula influye en la transcripcion y via de
especializacion de las células vecinas. Esto supone la generacién y recepcion de sefiales
moleculares que pueden activar o desactivar la sintesis y expresion de proteinas. Durante la
diferenciacion celular hay periodos criticos donde adquiere fundamental importancia el
contacto con otras células o con sus productos. La presencia de un tipo celular especifico
induce a las células adyacentes para que se diferencien de cierto modo, un tipo celular
puede inducir la direccion de desarrollo del otro (Freshney, 2000; Pellettieri y Sanchez,

2007).

1.6 Interaccién célula — MEC

Asi como la interaccion celula-célula, la interaccion célula-MEC es una fuente
importante de sefiales que influyen sobre el comportamiento, crecimiento, migracion,
adhesion y diferenciacion celular. La MEC consiste en un arreglo de macromoléculas
secretadas por células de un ambiente inmediato. Estas macromoléculas forman una
region de material no celular en el intersticio entre las células. La MEC es una regién
critica para la mayor parte del desarrollo animal (Geneser, 2003). Muchas moléculas
entre ellos los factores de crecimiento y proteasas (inhibidores y receptores) estan

asociados bioquimica y funcionalmente con la MEC
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1.7 Sistema de cultivos

Para la realizacién de los estudios de cultivo “in vitro” ya sea establecimiento de
cultivos o inducciones, es necesario el mantenimiento de las células en sistemas de cultivo
apropiados dependiendo del objetivo propuesto. El tipo de cultivo a aplicar toma en cuenta
el tipo de células y la biologia de las mismas, en el caso de inducciones. Para las células
anclaje-independientes es mas adecuado utilizar cultivos en suspension debido a que estas
ceélulas no expresan moléculas de adhesion, por el contrario las células anclaje-dependientes
son cultivadas en monocapa, teniendo mejores resultados sobre superficies de plastico
previamente tratadas que facilitan la adhesion celular. También estan los cultivos de
“feeder layer”, que consisten en hacer crecer las células de interés sobre otra capa de
células, principalmente fibroblastos a los cuales se les inactiva su divisién celular por
irradiacion con rayos X o por el uso de Mitomicina C. Este tipo de cultivo es ampliamente
aplicado en la ingenieria de tejidos para la creacion de piel, ya que los queratinocitos,
células encargadas de producir todos los estratos epidermicos, solo crecen sobre feeder
layer de fibroblastos, los cuales liberan factores al medio que hacen posible el crecimiento
de los queratinocitos, ademas de establecer las interacciones necesarias para su correcto
desarrollo (Freshney, 2000). En el caso de inducciones, sobre todo del tipo condrogénico u

6steo-condrogeénico se utilizan cultivos tridimensionales.

1.7.1 Sistema tridimensionales

Los sistemas tridimensionales en cultivo han brindado la posibilidad de simular de

alguna manera la arquitectura del tejido in vivo, permitiendo ubicar las células
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espacialmente y darles caracteristicas muy parecidas al tejido nativo, este aspecto es
importante para inducir la diferenciacion hacia un linaje celular especifico (Rodriguez,
2009). Entre estos sistemas de cultivo encontramos a los co-cultivos que permiten en
condiciones “in vitro” la induccion por interaccion celular indirecta, estratificacion y
polarizacién celular. Uno de los sistemas de cultivo tridimensional es el de co-cultivo, el
cual se basa en la utilizacion de insertos que poseen una membrana de policarbonato que
permite la recombinacion de células de diferentes linajes, siendo en el caso de las CMM vy
las células epidérmicas, lo cual permitio el intercambio de factores solubles sintetizados
por las células, liberados al medio de cultivo y que pueden inducir la diferenciacion de las
CMM hacia un linaje celular especifico (Freshney, 2000).

A pesar de que en la induccion de las CMM hacia el linaje condrogénico se han
utilizado diversos sistemas de cultivo tridimensional, el cultivo de estas células en un
sistema tridimensional utilizando membranas Millipore de policarbonato no ha sido
reportado. Es por ello que es nuestro interés emplear ese tipo de co-cultivo, ya que de esta
manera podriamos contribuir a conocer un poco mas sobre el microambiente natural que se
tiene en el proceso de desarrollo. Asi mismo podria ayudarnos a entender mejor las

interacciones entre las células mesenquimales, los condrocitos y los fibroblastos.
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2. ANTECEDENTES

El término de células madre aparece por primera vez en el afio 1948 cuando Lepak,
reportd un caso de transmutacion de una leucemia mieloide en una leucemia linféatica o
en una leucemia temprana de células madre indiferenciadas. A pesar de haber trabajado
con células extraidas de organismos adultos, no es sino hasta finales los afios 60 y
durante la década de los setenta, cuando las celulas madres adultas son estudiadas.
Friedenstein y colaboradores empleando ratones y cobayos, describieron por primera
vez una poblacion de células adherentes de médula Osea que formaban parte del
estroma medular y que daban origen al microambiente hematopoyético. Dichas céelulas
fueron denominadas como mecanocitos estromales o unidades formadoras de colonias
de fibroblastos (Citado en Figueroa y col., 2006).

En la década de los 80 varios grupos de investigacion se dieron a la tarea de
caracterizar la poblacién celular de la medula Gsea, capaz de originar el estroma
medular, hueso y cartilago. Durante esta etapa los investigadores trabajaron
intensamente en la caracterizacion y la biologia de las CMM. Los estudios se basaban
en modelos animales, principalmente ratones, a los que se les trasplantaban células de
medula 6sea de ratones singénicos (Citado en Figueroa y col., 2006).

En un trabajo realizado por Owen y colaboradores (Citado en Figueroa y col 2006)
demostro que estas células tipo fibroblastos tienen la capacidad de originar tejido
6seo, cartilaginoso y conjuntivo, yque a partir de una pequefia cantidad de células
de medula dsea se generaban una gran cantidad de células estromales, lo que dejaba

claro el gran potencial de diferenciacién de estas células. Por otro lado Friedenstein y
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colaboradores demostraron que las colonias de morfologia fibroblastoide, formadas al
cultivar” in vitro™ una suspension de células provenientes de meédula dsea, derivadas de
un solo progenitor mostraron también una gran capacidad proliferativa. A finales de los
80 Owen y Friedenstein propusieron que existia una célula troncal presente en el tejido
conjuntivo asociado a la médula 6sea, capaz de dar origen a diferentes tipos celulares,
entre los que se incluia el tipo condrogeénico (Citado en Figueroa y col., 2006).

Ya para la década de los 90 Caplan y colaboradores lograron obtener y diferenciar
las CMM de humanos adultos modificando el método utilizado por Friedenstein. Su
metodologia consistia en obtener médula d6sea de aspirados de cresta iliaca de
donadores sanos y celulas de médula de la epifisis femoral. Estos encontraron que de
todas las células mononucleares sembradas, Unicamente una baja proporcion tenian la
capacidad de adherirse y formar colonias. La mayor parte de las células adheridas
tenian una morfologia fibroblastoide, con pocas células poligonales, adipociticas o
redondeadas (Citado en Figueroa y col., 2006). Sin embargo, faltaban estudios mas
detallados sobre su biologia. Asi pues se llevaron a cabo por varios grupos de
investigadores la caracterizacion y obtencion de las células CMM ademas de su
identificacion a través de anticuerpos monoclonales y diferentes tipos de tinciones.

Los estudios de Pittenger y colaboradores (1999) demostraron la capacidad “in
vitro™ de las CMM humanas para diferenciarse en células adiposas, osteoblastos y
condrocitos. Estos experimentos realizados a partir de colonias formadoras de
fibroblastos (CFF) aisladas, demostraron ademas, que la diferenciacion de estas células
depende de su ambiente, y que no todas las CFF tienen el mismo potencial de

diferenciacion.
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Varios grupos de investigadores han estudiado la plasticidad de las CMM. Entre
ellos Rodriguez (2005), realiz6 un trabajo de induccion de células madre mesenquimales
del estroma del tejido adiposo de raton hacia el linaje dsteo-condrogénico, utilizando
diferentes sistemas de cultivo tales como monocapa y células embebidas en matriz de
colageno tipo I, encontrando que estos modelos fueron los mejores sistemas para la
induccidon hacia el linaje osteogénico, no asi para el condrogénico. Posteriormente
Bosnakovski 'y col. (2006), trabajaron con la diferenciacion de células madre
mesenguimales de médula ésea (MSC) hacia un linaje condrogénico y su relacion con la
MEC de diferentes tipos de colageno, demostrando que el colageno tipo Il, es el Gnico que
tiene el potencial para inducir y mantener la condrogénesis de las MSC, y con la
interaccion previa con el factor de crecimiento transformante betal (TGF-B1) aumenta la
diferenciacion. Araos en 2009, establecio cultivos en monocapa, asi como un sistema de
micromasas de células madre del cordon umbilical; donde las células sometidas a induccion
mediante el empleo de medios condrogénicos u osteogénicos  mostraron una
diferenciacion hacia estos linajes.

Merentes (2009), en un estudio sobre la induccion de CMM obtenidas de
diferentes fuentes, como por ejemplo el tejido adiposo, el cual a través de sefales

’

presentes en el microambiente “in vitro” , logré inducirlas a diferenciarse hacia otros
linajes. Determind que estas células mesenquimales inducidas pueden expresar proteinas
especificas del linaje dsteo-condrogénico, muscular y del fenotipo neural luego de su

induccion con los diferentes sistemas de cultivo, factores solubles y de crecimiento, asi

como la utilizacion de biomatrices de colageno tipo I.
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Ya para el 2010, Masoumeh y Vahideh realizaron el aislamiento, identificacion
y diferenciacién de células madre derivadas del tejido adiposo de ratobn denominados por
ellos (ADSCs) hacia los linajes adipogénico, cardiogénico y neurogénico usando medios
inductores. Ellos demostraron que el tejido adiposo tiene una poblacién de células madre
que expresan marcadores especificos de las células mesenquimales y la mayoria de ellos
carecen de la expresion de marcadores de células hematopoyéticas y células endoteliales.
Ademas estas células recién aisladas expresan Oct4 que es una molécula tipica de la
pluripontencialidad de las células embrionarias. También determinaron que estas células al
ser inducidas, expresan caracteristicas propias del linaje adipogénico, neurogénico y
cardiaco; lo cual sugiere que las ADSC son un buen candidato de células pluripontenciales
para futuras terapias de remplazo celular. Otro estudio realizado con este tipo celular, fue
llevado a cabo por Hellingman y colaboradores en el 2010, donde demostraron que la
diferenciacion “in vitro”  de estas células, tiene lugar en etapas similares a las de
osificacion endocondrial embrionica, donde los receptores de factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFRSs) son expresados diferencialmente, indicando que la modulacion con
subtipos de FGF durante diferentes etapas, condensacion mesenquimal, seguida por
diferenciacion condrogénica e hipertrofia, afecta la cantidad de cartilago formado.

Con respecto a la utilizacién de matrices, se han realizado varios estudios, entre
estos el llevado a cabo por Kisiday y col. (2008) quienes utilizaron dos tipos de hidrogeles
para evaluar la condrogénesis de las células madre mesengquimales de médula ésea (BM-
MSC) vy células progenitoras derivadas del tejido adiposo (ADPC), encontrando que el
mejor sistema es el de agarosa y que existe un incremento en la condrogénesis de las BM-

MSC en comparacién con ADPC. Zhang y colaboradores (2009), utilizaron una matriz, en
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este caso de alginato de calcio, con células madre mesenquimales derivadas del tejido
adiposo (CMTA) para reparar un defecto producido en el cartilago articular. Ellos
demostraron que las células por si solas tienen la capacidad de reparar el defecto del
cartilago producido. Las CMTA cultivadas en una matriz con alginato de calcio permitié
reparar el defecto del cartilago de manera que no se observan diferencias entre el cartilago
reparado y el cartilago normal, a diferencia del cartilago reparado con células solas que
formaron una red de tejido fibroso fino, mientras que el cartilago reparado con gel de
alginato de calcio solo formd una red suave de alginato de calcio sin células homogéneas en
deposicion. En otra investigacion Dickhut y colaboradores (2010) utilizaron una matriz de
biocompuestos bifasicos reabsorbibles para sefialar el uso de biomateriales como
estimuladores de condrogénesis de CMM. Cada uno de los biomateriales evaluados
permitid mejorar la deposicion de proteoglicanos comparado con cultivos convencionales
de micromasas libres de biomaterial. Los biocompuestos bifasicos mostraron una alta
biofuncionalidad en una forma continua estable con una mejoria en la condrogénesis y
aportando localmente el TGF-B1, el cual puede ser utilizado parar mejorar las estrategias
asistidas por matriz en la reparacion del cartilago.

Asi mismo la utilizacion de los sistemas tridimensionales para la induccién de
las CMM ha sido ampliamente desarrollado; entre algunos de los trabajos realizados
tenemos el de Kinard y col. (1997), quienes desarrollaron un modelo de co-cultivo entre las
células endoteliales de arteria pulmonar y células del masculo liso de porcino sobre una
membrana porosa de policarbonato en un medio definido. Este modelo permite una
interaccion directa entre ambos tipos celulares permite la posibilidad de analizar por

separado su comportamiento. Empleando dicho modelo, demostraron que las células
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endoteliales pierden la expresion del factor von Willebrand, pero mantienen la expresion
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), mientras que células del musculo liso
mantienen la sintesis de a-actina y su fenotipo contractil. Asi mismo, en los co-cultivos
de células endoteliales y células del musculo liso, se increment6 la proliferacion, no asi en
co-cultivos aut6logos.

Jiang y colaboradores (2005), desarrollaron un modelo de co-cultivo en el cual
se emplea un cultivo en micromasa de condrocitos y posteriormente lo cubren con
osteoblastos permitiendo la interaccion directa entre estos tipos celulares. Se observé que se
mantiene el fenotipo de los condrocitos y los osteoblastos.

Un sistema tridimensional de microesferas mesenquimales fue introducido por
Bohrnsen y col. (2009). Este permitio una diferenciacion adipogénica, condrogénica y
osteogenica eficiente de las células progenitoras mesenquimales de ratdn bajo condiciones
estandarizadas. Asi mismo demostraron que el sistema necesita de un ndmero 7 veces
menor de células en comparacion con otros protocolos clasicos de diferenciacion. Al
mismo tiempo Hildner y col. (2009), a través de un sistema tridimensional de co-cultivos
de células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) y condrocitos articulares aut6logos
(HAC) cultivados en micromasas, difieren claramente en su potencial condrogénico
comparado con un cultivo de HAC. La sustitucion de HAC con ASC resulto en una
disminucion de la condrogénesis comparada con el 100% de HAC estandar. Sin embargo
cuando los datos fueron relacionados con el porcentaje inicial de HAC se observo un efecto
contributorio por parte de ASC, esto indica que el sistema tiene potencial para mejorar la

regeneracion del cartilago. Asi mismo, Najmuddin y Kyriacos (2009), mediante un sistema
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de co-cultivo de células de menisco Yy condrocitos articulares en un soporte de acido poli
L-lactico lograron establecer un tejido de menisco funcional.

De modo similar, Rodriguez (2009), realizd6 un estudio comparativo del
potencial de diferenciacién hacia el linaje epitelial de las células mesenquimales
provenientes del tejido adiposo de raton y de humano bajo la influencia de diferentes
condiciones inductoras “in vitro” , entre ellas el co-cultivo de células mesenquimales del
tejido adiposo con células epidérmicas y/o fibroblastos utilizando membranas
microporosas, con lo cual logré demostrar que hay induccion hacia este linaje epitelial en
los co-cultivos de células mesenquimales con células epidérmicas.

En cuanto a los factores reguladores de los condrocitos, un estudio llevado a
cabo en el 2011, por Schroeppel y colaboradores sugieren una relacion entre los efectos
reguladores de los factores de transcripcion y crecimiento en la funcién de los condrocitos
articulares adultos y su significado en la osteoartritis (OA). Estos involucran moléculas de
sefalizacidn transcripcional especificas como Nfatl, factor nuclear de activacion de células
T), Runx2 (factor de transcripcion asociado a la diferenciacion de los osteoblastos), f-
Catenina (proteina asociada a la via de sefializacibn Wnt, conocida por inducir la
maduracion condrocitica y la osificacién endocondral durante el desarrollo esquelético)
afectando la expresién de multiples factores anabdlicos y/o catabdlicos en condrocitos
articulares, los cuales juegan un importante papel en el desarrollo de OA, mayor que el
efecto de wuna sola citoquina /proteinasa catabdlica asociada con la degradacion del
cartilago osteartritico.

Diversos estudios se han realizado en la caracterizacién de las CMM y su

induccion hacia diferentes linajes, quedando claro que uno de estos linajes es el
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condrogénico. Se sabe que el cultivo de condrocitos es poco viable cuando hablamos de
bioingenieria de tejidos por lo cual es importante continuar la bisqueda de condiciones para
la produccién de este tipo celular. Es por ello que en este estudio se evaluaron algunas

condiciones en el mantenimiento e induccion de las CMM hacia el linaje condrogénico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Inducir el proceso de diferenciacién condrogénica de células madre mesenquimales del

tejido adiposo empleando un sistema de co-cultivo con cartilago de raton.

3.2 Objetivos especificos

- Aislar las células mesenquimales del tejido adiposo de raton adulto.

- Establecer el cultivo en monocapa de las células mesenquimales del
tejido adiposo de raton.

- Obtener los condrocitos y fibroblastos de fetos de raton.

- Establecer el cultivo en monocapa de condrocitos y fibroblastos.

- Establecer los co-cultivos de células mesengquimales con condrocitos y/o
fibroblastos.

- Evaluar el efecto del medio inductor sobre la diferenciacion
condrogeénica.

- Evaluar a nivel estructural la diferenciacion condrogénica de las células

mesenquimales mantenidas en co-cultivo.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1. Material bioldgico
Para el establecimiento del cultivo de las células mesenquimales se utilizaron

ratones machos adultos jovenes (Mus musculus) de la cepa NMRI, mientras que para la

obtencion de los condrocitos y fibroblastos se utilizaron fetos obtenidos de ratones hembras
de la cepa NMRI, con 18 a 20 dias de gestacion. Estos fueron obtenidos del bioterio del
Instituto de Biologia Experimental (IBE) y fueron gentilmente suministrados por el Dr.

Gilberto Payares.

4.2. Aislamiento de los diferentes tipos celulares y establecimiento de cultivos en
monocapa:
4.2.1. Células mesenquimales provenientes del tejido adiposo del epididimo del
raton adulto.
Las células del tejido adiposo fueron obtenidas segln el método seguido por
Rodriguez (2005) con algunas modificaciones. Para ello se sacrificaron los ratones adultos
por dislocacién cervical, se realizd un corte transversal en la piel en la parte baja del
abdomen, se levantd y se separ6 de la musculatura subyacente para exponer el tejido
adiposo del epididimo, el cual se colocd en una solucion tampén de fosfato salino (PBS)
con antibioticos (estreptomicina 200 mg/ml y penicilina 200 U/ml) y luego se secciond en
pequefios trozos. Seguidamente, a estos trozos de tejido, se le afiadid colagenasa tipo |

(SIGMA) al 0,05% Yy fueron colocados en agitacion continua durante 30 minutos a 37°C.
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Transcurrido este tiempo los trozos se dejaron sedimentar, y el sobrenadante se
centrifugd durante 5 minutos a 1500 g. Posteriormente el taco celular se lavo dos veces con
medio de cultivo Eagle’s modificado por Dulbecco’s (DMEM) suplementado con 15%
suero fetal bovino (SFB) (Gibco), més antibidticos siendo el mismo denominado medio
nutritivo.

La viabilidad celular fue determinada con el colorante de exclusion azul tripano,
cuantificandose el nimero de células con la ayuda de un hemocitémetro.

Las células fueron sembradas a una densidad de 1x10 ° células/ml en medio
nutritivo 1. Los cultivos se incubaron a 37°C, en una atmdsfera himeda al 5% de CO..
Posteriormente se cambié el medio a las 24 horas de cultivo para eliminar los restos
celulares y el cultivo fue mantenido realizando cambios periddicos del medio, hasta que
alcanzé la semiconfluencia, luego se realizaron los subcultivos con el fin de amplificar la
poblacion de células mesenquimales. Las células que se obtuvieron fueron utilizadas para

los ensayos de induccion de la diferenciacion en co-cultivos y caracterizacion histoquimica.

4.2.2 Fibroblastos provenientes de fetos de raton
Para la obtencion de los fibroblastos se utilizo el método descrito por Freshney
(2000). El ratén en gestacion fue sacrificado por dislocacion cervical e inmediatamente se
realizé la diseccidén en condiciones de asepsia. Para esto se hizo una incision en la piel a
nivel medio ventral. Seguido de un corte a lo largo de la linea media del abdomen
quedando expuestas las visceras. En esta fase se lograron observar los cuernos uterinos que
contienen los fetos los cuales fueron extraidos y transferidos a una placa de Petri con PBS,

una vez alli se eliminaron las membranas extraembrionarias: Luego se cort6 la cabeza y se
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extrajeron las visceras, quedando la carcasa la cual fue lavada. Una vez eliminados los
restos de sangre, se procedié a realizar cortes de aproximadamente 1 mm. Posteriormente
se realizé una digestion enzimatica con tripsina/EDTA (0,125%/0,02% en una relacion 1:1)
a 37°C con agitacion continua por 30 minutos. Transcurrido este tiempo se dejaron
sedimentar los trozos, se retir6 el sobrenadante y se inactivd la accion de la tripsina
afiadiendo con 5 ml medio DMEM + 10% SFB, mas antibioticos (denominado medio
nutritivo). Luego se centrifugd por 10 minutos a 1158 g, se descartd el sobrenadante y se
resuspendio el taco celular en medio nutritivo, y finalmente las células fueron sembradas en
una relacién aproximadamente 1x10° células. Los cultivos se incubaron a 37°C, en
atmosfera humeda al 5% de CO,. A las veinticuatro horas se cambio el medio para
eliminar los restos celulares y se mantuvo el cultivo hasta que alcanzo la semiconfluencia,
realizando cambios periédicos del medio, luego se realizé el subcultivo con el fin de
amplificar la poblacién de fibroblastos, los cuales fueron utilizados para establecer los co-

cultivos.

4.2.3 Condrocitos provenientes de fetos de raton
Para la obtencion de condrocitos, se utilizaron fetos de raton con 18 a 20 dias de
gestacion segun la metodologia descrita previamente (4.2.2). En este caso se aislo el
esternon y se elimind el tejido muscular. Una vez aislado el tejido cartilaginoso se corto en
pequefios trozos de 1 mm aproximadamente. Estos fueron sometidos a una digestion
enzimatica en incubados en tripsina/EDTA (0,125%/ 0,02%) durante una hora a 37°C. Se
inactivo la accion de la tripsina afladiendo medio de cultivo Ham’s F12 (Gibco) con 10%

SFB mas antibidticos. Se dejo sedimentar los trozos y se descartd el sobrenadante, el
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sedimento se lavo con PBS y se sometié seguidamente a la digestion enzimética esta vez
con colagenasa tipo Il a una concentracion de 0,dmg/ml en medio de cultivo Ham’s F12
con 10% SFB y se incubd a 37°C con agitacion continua durante 2 horas. La suspension
celular resultante se filtré para eliminar los restos de mayor tamafio, el filtrado se centrifugd
10 minutos a 1158 g.

Se elimind el sobrenadante y el taco celular se lavé dos veces en PBS para eliminar
los restos de enzima, se resuspendié en medio condrogénico (medio Eagle’s modificado por
Dulbecco’s mas Ham’s (DMEM/F12) en una relacion 1:1 suplementado con 10% SFB,
50pg/ml de &cido ascérbico, 10 pl/ml de Insulina, 1x107 M de Dexametasona mas
estreptomicina 200 mg/ml y penicilina 200U/ml) y se realiz el contaje y se sembré a una
concentracion de 1 x10° células/ml en medio de cultivo condrogénico.

Los cultivos fueron incubados a 37°C, en atmésfera himeda al 5% de CO,. A las
24 horas se cambid el medio de cultivo para eliminar los restos celulares y se mantuvieron
los cultivos hasta que alcanzaron su semiconfluencia realizando cambios periddicos del
medio. Finalmente se realizaron los subcultivos con el fin de amplificar la poblacion de

células.

4.3 Subcultivos celulares
4.3.1. Células mesenquimales provenientes del tejido adiposo del epididimo del
raton.
Para la realizacion de los subcultivos, las células fueron sometidas a un proceso de
tripsinizacion, con una solucion de tripsina/EDTA (0,125% / 0,02%), incubando a 37°C por

3 min. La enzima se inactivo con medio nutritivo 1 y la suspension celular fue centrifugada
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a 1500 g por 5 min, el taco celular obtenido se resuspendié en medio nutritivo. Las células
fueron sembradas a una concentracion de aproximadamente 1x10° células. Finalmente, los
cultivos se incubaron a 37°C, en atmdsfera himeda al 5% de CO,. La viabilidad celular se
determiné segun el apartado (4.2.1).

El mantenimiento de los subcultivos se realizdé de la misma forma y bajo las mismas
condiciones que los cultivos primarios descritos previamente. La morfologia fue evaluada
con un microscopio invertido de contraste de fase Olympus 1X50 acoplado a una
computadora y los registros, tanto de éste como de los demas experimentos, fueron

tomados por el programa TV TUNER.

4.3.2 Fibroblastos provenientes de fetos de raton
El subcultivos de fibroblastos se realizd empleando la metodologia descrita en el

apartado (4.3.1), y su crecimiento celular fue registrado de la misma manera.

4.3.3 Condrocitos provenientes de fetos de raton

Se siguidé la metodologia descrita en el apartado (4.3.1). Con la diferencia de que el
taco celular obtenido fue resuspendido en medio condrogénico. EI mantenimiento de los
subcultivos se realizd de la misma forma y bajo las mismas condiciones que los cultivos

primarios descritos previamente.
4.4 Establecimiento de los Co-cultivos

Este sistema de cultivo se basé en la utilizacion de insertos, los cuales poseen

una membrana Millipore de policarbonato que permite la interaccién de células de
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diferentes linajes, permitiendo el intercambio de los factores solubles sintetizados por las
células, en este caso los factores solubles liberados por los condrocitos pueden inducir la
diferenciacion de las células mesenquimales hacia un linaje celular especifico (Freshney,
2000).

Para el establecimiento de los co-cultivos se emplearon células mesenquimales del
primer subcultivo, asi como condrocitos y/o fibroblastos del primer pasaje. Los sistemas de
co-cultivo fueron los siguientes:

Sistema 1. Co-cultivo de células mesenquimales y condrocitos:

Condrocitos del primer subcultivo fueron sembrados en placas 3x4 a una densidad
de 1x10° células. Asi mismo, las células mesenquimales del primer subcultivo fueron
sembradas sobre el inserto a una densidad de 1x10° células. Los insertos fueron
transferidos a la placa donde previamente se sembraron los condrocitos y se les agrego
medio condrogénico o medio nutritivo. Esto fue para evaluar el efecto del medio. La
interaccion celular se mantuvo durante 15 dias.

Sistema 2 .Co-cultivo de células mesenquimales y fibroblastos:

Se siguid la metodologia descrita para el sistema 1, con la diferencia que en lugar de
condrocitos las células sembradas en la placa fueron fibroblastos del primer pasaje
(Figura 2).

Los co-cultivos fueron mantenidos a 37°C y 5% de CO, por al menos 15 dias
con cambios de medios periodicos. La evaluacion de la induccién de la diferenciacion

celular se estudié mediante microscopia de contraste de fase y coloraciones histoquimicas.
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Figura 2. Esquema de los sistemas de co-cultivo.

4.4.1 Evaluacion morfoldgica e histoldgica de los co-cultivos.

Para observar los cambios morfolégicos que ocurrieron durante la diferenciacion
“in vitro” de las células mesenquimales del tejido adiposo de raton en los diferentes
sistemas de co-cultivo, se realizaron observaciones periddicas al microscopio de contraste
de fase tomandose los registros fotograficos correspondientes.

Por otro lado se analizaron las caracteristicas citoquimicas mediante las
coloraciones citoldgicas de las monocapas de las células en los co-cultivos, para ello se

fijaron los co-cultivos con metanol al 100% durante 5 min y dejaron en etanol al 70%,

posteriormente a los cueles se realiz6 las coloraciones respectivas.
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4.4.1.1 Hematoxilina-Eosina (H/E)

Las muestras previamente fijadas fueron hidratadas y coloreadas con hematoxilina
durante 1 min 30 seg.; lavadas con agua corriente, luego se pasaron por alcohol 50% por 30
seg.; posteriormente se colorearon con eosina por 1 min y finalmente fueron deshidratadas

en una bateria ascendente de alcoholes (70% a 100%).

4.4.1.2 Safranina O (Prophet, 1995)

Las muestras previamente fijadas fueron deshidratadas en una bateria de alcohol y
coloreadas con hematoxilina de hierro durante 7 min, se lavaron con agua corriente y se
tifieron con el colorante Fast Green durante 3 min, luego fueron lavadas con &cido acético
al 1% (10-15 min) y finalmente coloreadas con safranina O al 1% durante 5 min, lavadas y

observadas al microscopio.

4.4.1.3 Azul toluidina (Linch y Mellor, 1985)
Las muestras previamente fijadas con metanol fueron hidratadas con agua corriente
y coloreadas con una solucion de azul de toluidina al 0,1 %durante 10 min y luego se

lavaron en agua corriente y se observaron al microscopio.

4.4.1.4 Azul Alcian pH 2,5 (Prophet, 1995)

Las muestras previamente fijadas fueron lavadas en solucion de acido acético 3%
durante 3 min, luego coloreadas con azul Alcian pH 2,5 durante 30 min, contrastadas con
hematoxilina férrica (30 seg). Seguidamente, se lavaron con agua corriente y luego con

agua destilada, y finalmente observadas al microscopio.
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5. RESULTADOS

En este trabajo se realizd un estudio comparativo de la diferenciacion condrogénica de
las CMM de raton en co-cultivos con condrocitos. Para ello se aislaron células
mesenquimales, condrocitos y fibroblastos. Ademas se establecieron los cultivos en

monocapa de estos tipos celulares.

5.1 Cultivos Primarios y Subcultivos de:

5.1.1 Células mesenquimales provenientes del tejido adiposo del epididimo del

raton adulto

Durante el establecimiento y mantenimiento de CMM se observo una poblacion
heterogenea formada por células de citoplasma ancho y en mayor proporcion células tipo
fibroblastos que presentan una morfologia fusiforme (Figura 3) con un citoplasma poco
extendido, alargado con un nucleo central ovalado (N) el cual presenta un nucléolo (n)
prominente, se diferencia de las células de citoplasma ancho las cuales presentan un
citoplasma muy extendido. En los subcultivos se observo una poblacién celular semejante.

5.1.2 Fibroblastos provenientes de fetos de ratén

En relacidn al establecimiento del cultivo de fibroblastos de fetos de ratdn, al igual
que en el cultivo primario de células mesenquimales, se observo una poblacion heterogénea
(Figura 4A) donde se pueden diferenciar células redondeadas (R), poligonales (P),
estrelladas (E) y células fusiformes (F), las cuales son predominantes. A mayor aumento

(Figura 4B) se muestra un detalle donde se pueden ver diferentes tipos celulares,
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Figura3. Fotomicrografia de una monocapa de células mesenquimales de cultivo primario coloreadas con Azul de Toluidina. Se
muestran células tipo fibroblastos con morfologia fusiforme (Flechas verdes) donde se aprecia el nucleo ovalado central (N) y
nucléolo (n.) 5 dias de cultivo. 200X.

Figura 4. Cultivo primario de fibroblastos coloreados con H/E. A. Poblacién heterogénea de células tipo fibroblastos (F) con
morfologia fusiforme, células redondeada (R), células estrelladas (E) y células poligonales (P). 100X. B. Célula tipo fibroblasto
(F) donde se aprecia la morfologia fusiforme con ntcleo(N) ovalado central prominente y uno o dos nucléolos (n). 2 dias de
cultivo. 250X.

destacandose una célula tipo fibroblasto con su morfologia fusiforme tipica (F), lo cual
presenta pocas prolongaciones un nucleo (N) central ovalado e intensamente basofilo,

mostrando ademas uno o dos nucléolos (n).
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Una vez realizado el subcultivo se obtuvo una poblacion méas homogénea, presentando

principalmente células tipo fibroblastos.

5.1.3 Condrocitos provenientes de fetos de ratén

En el establecimiento y mantenimiento de los cultivos de condrocitos se hicieron al
menos tres subcultivos como podemos ver en la figura 5 (Ay B) mostrandose que se
produjo un cambio tanto morfolégico, como en las caracteristicas tintoriales de los cultivos.
A nivel morfolégico se observa en la figura 5A que los condrocitos presentan una
morfologia poliédrica tipica, mientras que los condrocitos del tercer pasaje (Figura 5B)
muestran una morfologia fusiforme y predominante lo cual sugiere un proceso de
desdiferenciacion.

Con respecto a las caracteristicas tintoriales también podemos ver que existen
cambios. El colorante Azul de Toluidina es un colorante metacromatico el cual evidencia
componentes de matriz principalmente PG acidos, ya que estos compuestos hacen que vire
el colorante a color morado. Al comparar los cultivos del 1*' y 3* pasaje (Figura 5A y 5B),
observamos que en el primero se produce una mayor metacromasia sugiriéndonos la
presencia de PG &cidos, mientras que en el tercer pasaje (Figura 5B) no se evidencia este
cambio de color sugiriéndonos que estas células no estan produciendo PG &cidos, lo cual
apoya la sugerencia de un proceso de desdiferenciacion. Estos resultados nos llevan a
escoger los cultivos del primer (Figura 6) y/o segundo pasaje para realizar los co-cultivos
debido a que se requiere que las células mantengan sus caracteristicas tanto morfoldgicas

como fisiolégicas para realizar la interaccion.
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Figura 5. CU|tIVO en monocapa de condrocnos coloreadas con Azul de Toluidina. A. Primer pasaje; se observan celulas
con su morfologia tipica hexagonal (C) notese la intensa coloracién morada en la MEC ( s ). B. Tercer pasaje;
se puede ver que las células tienen una morfologia tipo fibroblasto (F) y que la coloracién de la matriz se torna azul
( == ). 2 dias de cultivo. 100X.

5.2 Evaluacion morfoldgica e histoldgica de la induccion de la diferenciacién de las
CMM hacia el linaje condrogénico

La induccién de la diferenciacién de las CMM del tejido adiposo hacia un linaje
condrogénico se realizé empleando un modelo de co-cultivo (Figura 2). Ademas se estudio
el efecto de dos medios diferentes, esto es un medio nutritivo y un medio condrogénico.
Los mostrandose los resultados a continuacion. El proceso de induccion se evalué mediante
dos técnicas histoquimicas: empleamos la coloracion Azul Alcian pH 2,5 y una coloracion

Safranina O.

5.2.1 Co-cultivo de CMM con fibroblastos mantenidos en medio nutritivo
En la figura 7 se muestra una micrografia de las CMM del tejido adiposo co-
cultivadas con fibroblastos y mantenidos con medio nutritivo y coloreado con Azul Alcian

pH 2,5 el cual evidencia la presencia de GAGs acidos carboxilados, alli podemos ver que
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las células CMM forman cimulos (C) o agregados celulares, sin embargo bajo estas
condiciones no se observo la tincion caracteristica que muestra la presencia de GAGs

acidos carboxilados.

4 A
+ : N , \!
A . 'vt.y.‘ e
Figura6. Cultivo en monocapa de condrocitos 1 pasaje coloreadas con H/E. Alli podemos ver una poblacion de células

con morfologia hexagonal (C) con un citoplasma moderadamente baséfilo (x) con nicleo prominente y levemente
excéntrico (N) con multiples nucléolos (n). 1 dia de cultivo. 200X.

Asi mismo se realizd la coloracion Safranina O, la cual evidencié GAGs sulfatados.
Al igual que cuando se realizé la coloracion Azul Alcian pH 2,5 en este sistema no se
observé la presencia de GAGs sulfatados ya que como podemos apreciar en la figura 8,
no se produjo reaccion con dicho colorante, sugiriendo la ausencia de estos compuestos en

la matriz.
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Figura 7. Co-cultivo de células mesenquimales con fibroblastos en medio nutritivo coloreados con Azul Alcian pH 2,5. Se observo
que las células mesenquimales forman camulo (C), donde se distingue los nucleos (N) ovalados en los cuales presentan varios
nucléolos (n). Cuando se colorearon no se evidencié la tincién caracteristica que demuestra la presencia de GAGs acidos
carboxilados del tejido cartilaginoso en los cimulos. Ademas se observan los poros de la membrana (P). Co-cultivo de 15 dias.

400X.

Figura 8. Co-cultivo de células mesenquimales con fibroblastos en medio nutritivo coloreadas con Safranina O. En la
micrografia se observan células aisladas con ntcleo (N) ovalado prominente y uno o dos nucléolos (n), morfologia caracteristica
de las células mesenquimales (Flecha negra) y grupos de células (G). No se evidencia la presencia de GAGs sulfatados debido a
que no se observa reaccién con el colorante. Co-cultivo 15 dias. 400X.
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5.2.2 Co-cultivo de CMM con fibroblastos mantenidos en medio condrogénico

Cuando se empled el mismo sistema pero mantenido en medio condrogénico se
observo que al igual que en el sistema anterior, las CMM tienden a formar cimulos (C) 6
agregados celulares, sin embargo al colorear con Azul Alcian pH 2,5 se produjo una
reaccion en la MEC con dicho colorante Figura 9 (A—C) sugiriendo la presencia de GAG
acidos carboxilados. De igual manera, al colorear con Safranina O (figura 10) se observo

una leve reaccion de la matriz, evidenciando la presencia de GAGs sulfatados.

5.2.3 Co-cultivo de CMM con condrocitos mantenidos en medio nutritivo

Cuando se colorearon las CMM co-cultivadas con condrocitos mantenidos en medio
nutritivo con Azul Alcian pH 2,5 (Figura 11) apreciamos una reaccion de las MEC similar
a la observada en el sistema previamente descrito, sugiriendo la presencia de GAGs acidos
carboxilados, mientras que al colorear con Safranina O (Figura 12) podemos ver una
reaccion de la MEC mayor que la observada previamente (Figura 10), indicando que hay

una mayor presencia de GAGs sulfatados.
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Figura 9. Co-cultivo de células mesenquimales con fibroblastos en medio condrogénico coloreados con azul Alcian pH 2,5.A-B. Se
muestra un cimulo de células (C) donde se puede diferenciar un nacleo (N) ovalado prominente con varios nucléolos(n).C En
esta micrografia se puede apreciar la reaccion de la MEC lo cual sugiere la presencia de GAGs acidos carboxilados en los
ctimulos de células mesenquimales (  ———,>Co-cultivo de 15 dias. 1000x.

— R
Figura 10. Co-cultivo de células mesenquimales con fibroblastos en medio condrogénico coloreadas con Safranina O. A. En la
micrografia se observa un cimulo de células mesenquimales (C), ademés se aprecio una leve reacciéon de la MEC con el
colorante. 250X. B. Detalle donde se aprecia la reaccién de la matriz con una leve tincién naranja indicando la presencia de
GAGs sulfatados ( +). Co-cultivo 15 dias. 400X.
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Figura 11. Co-cultivo de células mesenquimales con condrocitos en medio nutritivo coloreadas con Azul Alcian pH 2,5. A. En la
micrografia se muestra un cimulo de células mesenquimales donde se pueden ver nucleos (N) ovalados prominentes con varios
nucléolos (n). En la matriz se evidenci6 la presencia de GAGs acidos carboxilados caracteristicos del tejido cartilaginoso (Flecha
blanca). 250X. B. Detalle donde se puede apreciar la intensa reaccion de la MEC. Co-cultivo de 15 dias. 1000X.

= | - ¥
Figura 12. Co-cultivo de células mesenquimales con condrocitos en medio nutritivo coloreados con Safranina O. A-B. En las
micrografias se muestran cimulos de células mesenquimales donde se pueden diferenciar nicleos ovalados prominentes (N) con
varios nucléolos (n), en estos se evidencia en la MEC la presencia de GAGs sulfatados debido a que se observa una leve
coloracién naranja ( ). 250X. B. Se evidencia la presencia de GAGs sulfatados en la matriz de estos cimulos de células. Co-
cultivos 15 dias. 1000X.

53



5.2.4 Co-cultivo de CMM con condrocitos mantenidos en medio condrogénico

Al realizar el co-cultivo de CMM con condrocitos y mantenidos con medio
condrogenico observamos una mayor cantidad de cUmulos celulares; al evaluar estos
cultivos con Azul Alcian pH 2,5 se evidencié una mayor intensidad en la reaccion de la
matriz (Figura 13 A y B). Cuando se evaluaron los co-cultivos con Safranina O (Figura 14)
también se observO una intensa reaccion en la matriz de estos cimulos o agregados
celulares ( <=). Estos resultados nos sugieren una mayor presencia tanto de GAGs acidos

carboxilados como de GAGs sulfatados, componentes caracteristicos de la MEC del tejido

cartilaginoso.

Figura 13. Co-cultivo de células mesenquimales con condrocitos en medio condrogénico coloreadas con azul Alcian pH 2,5. A-B.
En las microfotografias se muestran los cimulos de células mesenquimales donde se evidencia la presencia de GAGs 4cidos
carboxilados en la MEC ( ). B. Cimulo de células mesenquimales donde se aprecian los ndcleos (N) ovalados prominentes
de las células. Co-cultivo de 15 dias. 1000x.
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Figura. 14. Co-cultivo de células mesenquimales con condrocitos en medio condrogénico coloreadas con Safranina O. A. Se
aprecia una intensa reaccion que evidencia la presencia de GAGs sulfatados ( )%-cultivo de 15 dias. 1000X.
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6. DISCUSION

Como se ha referido anteriormente, la bioingenieria de tejidos, es un nuevo campo de la
medicina, el cual estd intimamente ligado al conocimiento y el desarrollo de la histologia
que esta centrado principalmente en la creacion de tejidos artificiales para su utilizacién
como herramienta terapéutica (Alaminos y col., 2007b). Para conseguir su objetivo la
bioingenieria de tejidos necesita una fuente adecuada de celulas que sean funcionales y
viables (Alaminos y col., 2007a), asi como biomateriales y sefiales moleculares de distinta
naturaleza. De este modo para crear tejidos necesitamos aislar células con capacidad
proliferativa, que se obtienen habitualmente de tejido adulto especificamente de
liposucciones o aspirados de tejido adiposo, siendo éstos una fuente de células madre de
facil acceso y con un gran potencial de diferenciacion (Hildner y col., 2009). Las células
mesenquimales derivadas del tejido adiposo son un tipo de célula mesenquimal con
potencial de regeneracion (Dickhut y col., 2010) que se pueden inducir hacia diferentes
tipos de células, como las células de cartilago (Bohrnsen y col., 2009). En el aislamiento de
las CMM la frecuencia de células tipo fibroblastos es variable. En nuestro estudio, en el
aislamiento de estas CMM se observé una heterogeneidad en la poblacion celular
conformada principalmente por dos tipos celulares: Células tipo fibroblastos y células de
citoplasma ancho estas ultimas presentaron un citoplasma amplio, extendido y emitieron
muchas prolongaciones, contrario al tipo celular cuyas caracteristicas morfologicas son
similares a las de los fibroblastos (presentando un ndcleo central con uno o dos nucléolos

y un citoplasma fusiforme). La confluencia de los cultivos de CMM se obtuvo
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generalmente entre los 5 y 7 dias de cultivo. Luego de ello, se procedié a llevar a cabo
el subcultivo en donde se observd una mayor homogeneidad celular constituida en su
mayoria por células con morfologia fusiformes. Esto nos sugiere que el método empleado
para aislar y establecer los cultivos de CMM del epididimo de raton adulto nos permitio
obtener poblaciones homogéneas a partir del primer subcultivo, lo cual estar relacionado
con los requerimientos especificos “in vitro” de las poblaciones células presentes en el

cultivo primario.

Estos resultados son similares a los reportados por otros autores, los cuales describen la
obtencién de una poblacidn heterogénea en el cultivo primario conformada por células tipo
fibroblasto (Pittenger y col., 1999; Chen y Tuan., 2008; Rodriguez, 2009; Merentes, 2009;
Wang y col., 2009; Masoumet y Vahideh., 2010; Kock y col., 2011) y células de citoplasma
ancho o células de aspecto senescente (Mitchell y col., 2003; Araos, 2009).

Las células similares a fibroblastos son descritas como CMM del epididimo de
raton adulto. Este tipo celular y la morfologia que adquieren en cultivo, es reportado
ademas para otras fuentes de obtencion de CMM como: gelatina de Wharton (Calderon,
2007; Araos, 2009), médula 6sea (Pittenger y col., 1999), entre otros. Para determinar
que realmente son células madre, es necesario la utilizaciéon de marcadores especificos
como: CD73, CD90, y CD105, que carecen de la expresion de marcadores de linaje
hematopoyético como c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19 y antigeno leucocitario
humano (HLA)-DR (Dominici y col., 2006), entre otros, sin embargo en el presente trabajo

no se realizo este tipo de evaluacion.
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Por otro lado, las células de citoplasma ancho, observado en los cultivos, se
asemejan a las células senescentes pero estas permanecen vivas por largos periodos de
tiempo sintetizando proteinas y ARN, aumentando de tamafio, ademas de esto deberian
presentar ausencia de agentes mitégenos por lo que también se han descrito como una
subpoblacion de CMM de citoplasma ancho (Mithell y col., 2003; L6pez y col.,2005).

Diversos estudios han demostrado que la poblacion de células con potencial de
diferenciacion del tejido adiposo no parece requerir de muchos factores especificos para
proliferar y mantener su potencial de diferenciacion. Sin embargo, se ha reportado que estas
celulas pueden variar en cuanto a potencialidad de diferenciacion y compromiso hacia un
linaje celular en particular. Esto adiciona una variable a los cultivos, lo que resulta
importante para la seleccién, pureza y comportamiento del cultivo. También es importante
mencionar que la potencialidad puede variar de un individuo a otro, lo cual puede estar
relacionado con la edad y/o condiciones fisiologicas (Zuk y col., 2002). Ademas, estudios
sobre los métodos de cultivo de células multipotentes del tejido adiposo en presencia y
ausencia de SFB, han demostrado que sin SFB se mantienen los preadipocitos en el cultivo
y el potencial de diferenciacion adipogénico. Por el contrario, ante la presencia de SFB, la
cantidad de preadipocitos va disminuyendo y se pierde el potencial de diferenciacion de las
células que pudiesen estar canalizadas hacia el linaje adipogénico, permitiendo de esta
manera comprometerse con otros linajes celulares segin el microambiente circundante
(Rodriguez y col., 2004). En nuestro caso, empleamos un medio suplementado con SFB, lo
cual nos permitié obtener cultivos donde no se observaron células tipo adipogénicas. Por
otro lado en el establecimiento de los cultivos en monocapa de fibroblastos se evidencié

una poblacion heterogénea al igual que en los cultivos primarios de las células
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mesenquimales. En en este caso se observaron células con morfologia variable y que
cuando fueron subcultivados se logré obtener una poblacion homogénea principalmente de
células tipo fibroblasto, a partir del primer subcultivo. En este caso, el medio contenia los
aminoécidos esenciales, vitaminas, hormonas y algunos factores de crecimiento que son
importantes para el metabolismo y funcionamiento celular adecuado de los fibroblastos “in
vitro”  (Freshney, 2000). Estas condiciones suministradas a los fibroblastos de fetos de
ratbon en los cultivos celulares permitieron el establecimiento, mantenimiento y
proliferacion “in vitro” de las células. Esta proliferacion es evidente ya que se alcanzo la
confluencia en 2 0 3 dias despueés de la siembra. De igual manera, en el establecimiento de
los cultivos en monocapa de condrocitos se evidencid una proliferacion celular muy similar
a la de los fibroblastos, es decir, los condrocitos cultivados sobre plastico a altas densidades
mostraron un crecimiento en monocapa con 2 ¢ 3 dias para alcanzar la confluencia, esta
caracteristica es importante tomando en cuenta que el nimero de células es un factor
limitante para la produccion de cartilago, ya que se sabe que el cartilago es un tejido con
baja tasa de recambio celular (Wang y col., 2009). En estos cultivos se logré observar la
morfologia tipica caracteristica de los condrocitos (Figura 6). Cuando se realizaron los
subcultivos de los condrocitos observamos que entre el primer y segundo pasaje estas
células mantienen su morfologia caracteristica y ademas producen componentes tipicos de
la MEC del cartilago lo cual fue evidenciado mediante una coloracién con Azul de
Toluidina, colorante que permite la identificacion de PG &cidos (Figura 5A). Sin embargo
se observo que estas caracteristicas tanto morfoldgicas como fisioldgicas se van perdiendo
después del tercer pasaje (Figura 5B) aun estando bajo las mismas condiciones. Estos

resultados son similares a los reportados por Marquez y Merentes 2008 y Marquez 2009,
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quienes observaron que después del tercer pasaje las células van adquiriendo una
morfologia similar a la de los fibroblastos y dichas células comienzan a producir colageno
tipo 1, lo cual indica un proceso de desdiferenciacion.

El mantenimiento del fenotipo de los diferentes tipos de células utilizados fue un
punto importante en este trabajo ya que estas células fueron necesarias para el
establecimiento de los diferentes sistemas de co-cultivos. Es por ello que se utilizaron
fibroblastos, condrocitos y células mesenquimales del primer pasaje.

Es importante destacar que durante el desarrollo del cartilago embrionario, las
células mesenquimales se someten a un proceso complejo que consiste en la condensacion
celular, proliferacion y diferenciacion, ademas de necesitar de interacciones célula-célula y
de interaccion célula-matriz extracelular altamente organizadas, factores de crecimiento y
estimulos de activacion mecéanica para diferenciarse hacia cartilago (Wang y col., 2009). En
este sentido, durante la realizacion de este trabajo observamos que las células
mesenquimales se agruparon formando cumulos celulares, es decir se produjo una
condensacion de células, siendo probable que esto se deba al uso de las membranas de
policarbonato donde éstas crecieron para realizar el co-cultivo, puesto que mientras se
cultivaron en plastico esta agregacion no se observd. Es de hacer notar que se ha
demostrado que este tipo de membrana puede guiar la migracién, fusion, polaridad y
agregacion células (Citado en Rodriguez, 2009) y junto con los componentes que secretan
las células con las cuales fueron co-cultivadas, permitieron a través de la participacion de
los factores paracrinos, la activacion de factores de transcripcion, y la sefializacién interna,
junto con la alta densidad de células facilita la diferenciacion hacia el linaje condrogénico

(Ross y Pawlina, 2007) es decir, la diferenciacion de las CMM hacia los condrocitos la
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cual va a depender del microambiente circundante (Rodriguez, 2005). Esto fue evidenciado
en este trabajo ya que como pudimos ver, cuando las CMM fueron cultivadas en diferentes
condiciones, se obtuvieron distintos resultados. Es decir cuando estas células fueron co-
cultivadas con fibroblastos en un medio nutritivo, solo se observo la agregacion celular, la
cual fue menor que cuando se cultivo estos tipos celulares con medio condrogénico. Asi
mismo, cuando se emple6 el medio condrogénico, en estos agregados se pudo evidenciar la
presencia de componentes de matriz caracteristicos del cartilago como lo son GAGs &cidos
carboxilados y GAGs sulfatados (Figura 9 y 10).

Se sabe que los fibroblastos ejercen un control paracrino sobre las CMM, mediante
la sintesis y liberacion al medio de cultivo de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento de queratinocitos (KGF), TGF-a; IGF; FGF; entre otros (Lim y col., 2002;
Huang y col., 2008). Sin embargo en nuestro trabajo no se evidencio este control, al menos
no se observd una promocion hacia la diferenciacion condrogénica, quedando por
determinar si los fibroblastos promueven una mayor proliferacion de las CMM en un
sistema como el empleado en este trabajo.

Cuando las CMM fueron co-cultivadas con condrocitos, al igual que en los co-
cultivos con fibroblastos observamos una agregacion celular la cual fue mayor que en el
sistema previamente descrito, pero ademas se pudo evidenciar mediante la técnicas
histoquimicas la presencia de componentes de matriz cartilaginosa como lo son los GAGs
acidos carboxilados y GAGs sulfatados (Figura 11; 12; 13 y 14). Aun cuando no se
cuantificd la cantidad de estos componentes podemos sugerir segun la intensidad de la

reaccion con los colorantes empleados que cuando el co-cultivo fue mantenido en medio
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condrogénico (Figura 13 y 14), se produjo mayor cantidad de componentes que cuando el
co-cultivo fue mantenido con medio nutritivo (Figura 11y 12).

Varios estudios han puesto en manifiesto que diversos factores de crecimiento
inician vias de sefales intracelulares a través de las células y de la unién a receptores de
superficie celular, que promueven a las células a proliferar, diferenciarse y sintetizar las
proteinas de MEC las cuales han demostrado ser esenciales para la fabricacion del cartilago
“in vitro” (Wang y col., 2009). Ademas se ha demostrado que estos factores de crecimiento
presentan efectos reguladores sobre los condrocitos y la condrogénesis de las celulas
madre mesenquimales como la proteina morfogenética 6sea (BMP) - 2, miembro de la
superfamilia de TGF-B. IGF, FGF y PDGF que se sabe, que apoyan las actividades
condrogénicas en lugar de promover la condrogénesis. Es probable que algunos de estos
factores o todos ellos, sean producidos por los condrocitos en cultivo y estén actuando
sobre las CMM con las cuales fueron co-cultivados y promuevan asi la diferenciacion
condrogénica, que se ha observado en esta investigacion. Se ha demostrado que la
presencia de un tipo celular especifico induce a las células adyacentes para que se
diferencien de un determinado modo, es decir, un tipo celular puede inducir la
diferenciacion de otro (Geneser, 2003).

Las células con efecto inductor se denominan organizadoras (que en nuestro sistema
corresponden a los condrocitos) de las células inducidas (CMM) que se denominan
competentes por su capacidad de reaccionar al estimulo de las células organizadoras
(Geneser, 2003).

Por otra parte, se sabe de la influencia de la dexametasona, insulina y acido

ascérbico, componentes del medio condrogénico empleados en este trabajo, de manera
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individual 6 en combinacidn, tienen un efecto en la induccion condrogénica (Wang y col.,
2009; Hwang y col., 2011) y fue evidenciado cuando se empled el medio condrogénico
dado que se produjo una induccion de las CMM hacia el linaje condrogénico. Hwang y col.
(2011) evaluaron los efectos que ejercen las condiciones de cultivo condrogénicas en las
CMM, a través de la relacién entre los factores condicionados producidos por los
condrocitos y la proliferacion. Estos autores demostraron que con el uso de medios
condicionados y sistemas de co-cultivo, se pueden estimular las CMM hacia el linaje
condrogénico. Sugieren que los medios condicionados estan compuestos por factores
morfogénicos de los condrocitos que inducen la condrogénesis de las CMM del tejido
adiposo para la ingenieria de tejidos. Estos resultados apoyan lo encontrado en esta
investigacion ya que como se menciond previamente cuando, se co-cultivaron las CMM
con condrocitos se observo una mayor proporcion de componentes de MEC caracteristicos
del tejido cartilaginoso quedando por evaluar si en este sistema se estan produciendo otros
componentes de la MEC cartilaginosa como PG y colageno tipo Il para lo cual, se podria
realizar una evaluacion inmunocitoquimica. Ademas seria interesante evaluar los diferentes
medios después del co-cultivo y caracterizar los componentes que estan produciendo los

fibroblastos y los condrocitos que inducen a las células hacia un linaje condrogénico.
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7. CONCLUSIONES

En el establecimiento del cultivo de las CMM del epididimo del tejido adiposo de
es evidente una heterogeneidad en los cultivos primarios. La cual disminuye al
realizar los subcultivos la mayoria de las células de morfologia fusiforme tipica de
este tipo celular.

En el establecimiento del cultivo de los condrocitos se mantuvo el fenotipo
caracteristico de este tipo celular hasta el 2 pasaje, no obstante después del 3 pasaje
se observo células de morfologia fusiforme sugiriendo un proceso de
desdiferenciacion.

En general el uso del sistema de co-cultivo empleado en el presente trabajo permitio
la diferenciacion de las CMM hacia un linaje condrogénico, ya que se demostrd
mediante técnicas histologicas la presencia de componentes de MEC caracteristicos
del tejido cartilaginoso como lo son GAGs acidos carboxilados y GAGs sulfatados.
En el proceso de induccion hacia el linaje condrogénico de las CMM del tejido
adiposo es importante la presencia de los condrocitos ya que en los co-cultivos de
estas células con fibroblastos mantenidos en medio nutritivo no se demostro la
presencia de componentes caracteristicos de la MEC del cartilago.

Se sugiere una sinergia entre los factores producidos por los condrocitos y los
factores solubles suministrados en el medio condrogénico, en la induccion de las
CMM hacia el linaje condrogénico, ya que cualitativamente se evidencia una mayor

cantidad de componentes de la MEC caracteristicos del tejido cartilaginoso.
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