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RESUMEN

Introduccion: las células madre mesenquimales (CMM) poseen caracteristicas
fenotipicas y funcionales que les confieren un amplio potencial terapéutico por su
posible uso en la terapia celular regenerativa, en el rechazo del trasplante alogénico y
en enfermedades inflamatorias crdnicas.

Objetivo: evaluar la expresién de moléculas de membrana que permiten identificar la
expresion de patrones moleculares caracteristicos de CMM humanas mantenidas en
cultivo.

Métodos: se estudid la expresion fenotipica de células mononucleares procedentes de
médula ésea obtenidas mediante aspiracion medular, separadas por gradiente de
Ficoll y cultivadas ex vivo entre los pases o subcultivos 3 y 16; y adipocitos cultivados
procedentes de la extraccion enzimatica de tejido adiposo de donantes sanos.

Se realizé doble marcaje para las moléculas CD34/CD45, CD34/CD90, CD34/CD117,y
CD34/CD44.

Resultados: en los resultados preliminares obtenidos se observdo que las células
cultivadas procedentes de médula 6sea, entre los pases 4 y 8 de cultivo expresaron
45,13 % de células CD34-/CD45- (doblemente negativas), lo que correspondié con el
25,24 % de células CD34-/CD90+ y el 96,90 % de CD34-/CD117-. En las células
procedentes de cultivo de adipocitos se observo el 52,3 % de CD34-/CD45-
(doblemente negativas), 12,31 % de CD34-/CD90+,43,31 % de CD34-/CD117-y
64,68 % de CD34-/CD44+. Estos resultados sugieren que ambos cultivos se
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diferenciaron a CMM. Las CMM procedentes de adipocitos mostraron el 64,68 % de
células con expresion de la molécula de adhesion CD44 a la que se atribuyen
propiedades funcionales como el asentamiento tisular.

Conclusiones: estos resultados preliminares permiten corroborar que ambos
métodos experimentales de cultivo son efectivos para la obtencion de CMM con fines
terapéuticos.

Palabras clave: células madres mesenquimales humanas, caracterizacién fenotipica,
medicina regenerativa.

ABSTRACT

Introduction: mesenchymal stem cells (MSCs) have phenotypic and functional
characteristics whichgives them a broad therapeutic potential for possible use in
regenerative cell therapy, allogeneic transplant rejection and chronic inflammatory
diseases.

Objective: to evaluate the expression of moleculemembranes expression to identify
molecular patterns characteristic of human MSCs maintained in culture.

Methods: the phenotypic expression of mononuclear cells from bone marrow
wereobtained by bone marrow aspiration, separated by Ficoll and cultured ex vivo
between passages or subcultures 3 and 16 and adipocytes cultured obtained from
enzyme extraction of adipose tissue of healthy donor. Double staining was performed
for molecules CD34/CD45, CD34/CD90, CD34/CD117 and CD34/CD44.

Results: preliminary results showed that cultured mononuclear cells from bone
marrow between passage 4 and 8 of culture expressed 45,13 % CD34-/CD45- cells
(double-negative), corresponding to 25,24 % CD34-/CD90+ cells and 96,90 % of
CD34-/CD117-. Adipocytes from culture cells showed 52,3 % CD34-/CD45- (double-
negative), 12,31 % cells CD34-/CD90+, 43,31 % CD34-/CD117- (double-negative).
Our results suggest that both cultures were differentiated to MSCs. Adipocytes from
MSCs showed 64,68 % of cells with expression of CD44 adhesion molecule conferring
functional homing properties

Conclusions: these preliminary results corroborate that the experimental methods
used in cultivation are effective for obtaining MSCs with therapeutic purposes.

Keywords: human mesenchymal stem cells, phenotypic characterization,
regenerative medicine.

INTRODUCCION

La adherencia y la capacidad multipotencial de las células mononucleares (CMN) de la
médula ésea de diferenciarse y proliferar a células del tejido al que son trasplantadas,
se encuentran directamente relacionadas con la expresién de determinadas moléculas
en su membrana o fenotipo de diferenciacion y con la interaccién de las moléculas de
adhesion con sus ligandos a nivel del tejido receptor. La caracterizacion de las células
empleadas en la terapia celular es de gran importancia para el perfeccionamiento de
este proceder terapéutico.’
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Las células madre mesenquimales (CMM) son clasificadas como células madre adultas
ya que tienen la capacidad de diferenciarse a células neuronales, pulmonares, islotes
de células beta pancreaticas, células epiteliales corneales y cardiomiocitos ex vivo e in
vivo, por lo que pueden usarse para el tratamiento de numerosos tejidos dafiados y
desérdenes degenerativos.?”’ Las CMM residentes en la medula dsea son designadas
también como células estromales y su progenie bien diferenciada localizada en los
nichos perivasculares tienen la capacidad de regenerar estroma medular, osteocitos,
condrocitos, adipocitos vasos sanguineos y miocitos in vivo e in vitro, por lo que se le
ha adjudicado a este tipo celular un amplio potencial en la practica clinica.?”’

Las CMM poseen propiedades que permiten una obtencién y manipulacion favorables
para su manejo en el laboratorio, como son los altos indices de proliferacion en
expansiones ex vivo y la capacidad de diferenciacién a diferentes lineas celulares.”
Estas células pueden obtenerse a partir de la médula dsea y se identifican por sus
marcadores especificos como CD29, CD44, CD71, CD90, CD13, CD105, SH-3 y STRO-1,
asi como también del tejido adiposo (células madre derivadas de tejido adiposo)
mediante extraccién enzimatica con lo que se obtiene hasta 40 veces mas CMM que de
médula dsea.*® Aunque presentan caracteristicas fenotipicas muy similares, las CMM
derivadas del tejido adiposo expresan marcadores de adhesién especificos como son
CD49d (VLA-4), CD106 (VCAM-1) e CD54 (ICAM-1) conocidas por su amplia
participacion en la interconectividad celular y la respuesta inflamatoria. Sin embargo,
no se han descrito diferencias funcionales en la adherencia, crecimiento y
diferenciacién a otros tipos celulares entre ambas.?!!

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, del inglés: International Society
of Cellular Therapy) propuso tres criterios para definir las CMM: deben ser adherentes
en cultivo; expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antigenos
hematopoyéticos como CD34 y CD45, marcadores de monocitos, macrofagos y
linfocitos B; y diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos, bajo
condiciones estandares de cultivo.'®'? Dos aspectos adicionales para clasificarlas
como células madre son: 1) las CMM realizan procesos de autorrenovacién y 2) son
capaces de desarrollar “plasticidad clonogénica” o diferenciacion hacia tejidos de
diferentes capas embrionarias como ectodermo y endodermo.®

Se ha demostrado que las CMM humanas inducen inmunosupresién?1® y pueden ser

utilizadas como matriz para la expansion de poblaciones enriquecidas de células
CD34+ por su potencial terapéutico en la enfermedad de injerto contra huésped.’:18
También se les atribuyen potencialidades terapéuticas para las enfermedades
autoinmunes, el rechazo de trasplante de drganos y el control de procesos
inflamatorios.

Tres mecanismos fundamentales contribuyen al efecto supresor sobre la reaccion
alogénica:*?** 1) son hipoinmunogénicas, pues no expresan antigenos de clase II y
otras moléculas coestimulatorias; 2) previenen la respuesta de las células T
indirectamente a través de la modulacion de las células dendriticas, durante su
maduracion pueden inhibir la expresiéon de moléculas involucradas en la presentacion
de antigenos como CD1a, CD40, CD80, CD86 y HLA-DR! y actlan directamente
inhibiendo la funcién de las células asesinas naturales (inhibiendo la proliferacién y
produccion de IFN) y las células T CD4+ e inducen un fenotipo regulador CD4+/CD25
alto, CD4+/CTLA-4+, CD4+/CD25+/CTLA-4+;%°y 3) inducen un microambiente
supresor local a través de la produccién de prostaglandinas e interleucina-10.'3 Esta
accion inmunorreguladora es comparable con la referida en la tolerancia materno-fetal
y similar a la descrita en los mecanismos de evasion o escape del tumor a la
respuesta inmunolégica norma.®
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Por su importancia para la introduccién en la practica clinica, se evalud la expresion
fenotipica de moléculas de membrana que permitieran identificar y confirmar la
expresion de patrones moleculares caracteristicos de CMM humanas en células
procedentes de CMN de médula 6sea y de tejido adiposo mantenidas en cultivo, en
ambos casos a partir de donantes sanos, obtenidas por primera vez en Cuba.

METODOS
Caracteristicas de la muestra

CMM procedentes de cultivo ex vivo de CMN humanas de médula ésea obtenidas
mediante aspiracién medular y CMM procedente de tejido adiposo de un donante
adulto sano para cada caso, respectivamente.

Métodos de obtencion celular

Las CMN de médula ésea procedentes de extraccion medular mediante biopsia se
aislaron por el método manual de Boyiim modificado.! Se cultivaron en medio 4MEM
(del inglés, minimal essentia Imedium & modificacion, Sigma Aldrich) suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y 2 mM de L-glutamina (Sigma) a 37 °C
y atmédsfera humeda con CO, al 5 %, con cambios de medio de cultivo cada 3 dias.
Cuando las células cubrieron completamente la superficie de cultivo (confluencia del
cultivo), se desprendieron mediante tratamiento enzimatico con tripsina (Sigma Aldrich)
al 0,25 % y nuevamente se cultivaron, lo que constituyd el pase o subcultivo inicial.
Para los estudios propuestos, las células se procesaron de esta forma hasta 16 subcultivos
y los tiempos de cultivo entre cada subcultivo oscilaron entre 2 y 17 dias en
dependencia de la confluencia celular.

El tejido adiposo fue obtenido de una donante sana de 24 afios sometida a
abdominoplastia estética bajo anestesia general, luego de suscribir su consentimiento
informado. La separacion de adipocitos se realizd mediante el método descrito por
Bunnell y col. con algunas modificaciones.?! Se extrajeron 50 mL de tejido que fueron
lavados con una solucion buffer fosfato salino (PBS pH 7.2) y finamente cortado hasta
obtener fragmentos de aproximadamente 2 mm. Para llevar a cabo la digestion
enzimatica se resuspendio el tejido en igual volumen de PBS que contenia 0,25 % de
colagenasa III (Sigma Aldrich); se incubd la mezcla durante 1 ha 37 °Cy
posteriormente se filtrd la solucion mediante una membrana de nylon de 100 pm
(Falcon) y se centrifugd a 1 200 g durante 10 min para obtener el botén celular.

El sobrenadante se descarté y al botdn se le realizaron dos lavados en PBS con
penicilina estreptomicina al 1 %, ambos seguidos de centrifugaciones a 1 200 g
durante 10 min. El botén obtenido se sembré en frascos de cultivo a una densidad de
2 x10%cm?, con medio de proliferacién formado por DMEM suplementado con 20 % de
SFB (Gibco) y 1 % de solucién de antibidticos (100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina). Se incubaron a 37 °C en una atmodsfera himeda con 5 % de CO,
durante 24 h; después se realizé el primer cambio de medio para eliminar los
eritrocitos residuales. Posteriormente, el medio fue cambiado cada 3 dias hasta
alcanzar una confluencia de mas del 70 % del cual se obtuvo la muestra para su
caracterizacion inmunoldgica.
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Citometria de flujo

La caracterizacion de las CMM se realizd6 mediante citometria de flujo utilizando
anticuerpos monoclonales (AcMo) especificos para diferentes moléculas especificas de
la membrana celular mediante doble marcaje: CD34/CD45, CD34/CD90,
CD34/CD117, y CD34/CD44.

Se tomaron 100 pL de cada suspension celular con una concentracién de 1 x 10° células/mL
y se incubaron con 10 pL de cada AcMo conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(FITC) o ficoeritrina (PE) (DAKO) durante 30 min a 4 °C, al mismo tiempo que se
realizaba el doble marcaje. Las células se lavaron dos veces con solucion balanceada
de fosfato (PBS pH 7.2) y se centrifugaron a 1 500 rpm; el botdn celular obtenido se
resuspendioé en 500 puL del mismo PBS y la lectura se realizdé en un citémetro de flujo
Gallios (Beckman Coulter) mediante la obtencién de 50 000 células en cada caso.

RESULTADOS

Las CMM cultivadasprocedentes de médula ésea en el subcultivo 4, expresaron: 59,19 %
de células CD34-/CD45- (doblemente negativas para estos marcadores de membrana),
con 30.26 % de células CD34- que expresan la molécula CD90+(CD34-/CD90+) y hasta
el 91,83 % de células CD34-/CD117- (doblemente negativas para ambas moléculas) y
en el subcultivo 8 expresaron 45,13 % de células CD34-/CD45- (doblemente negativas
para estos marcadores de membrana), el 21,24 % de células CD34- que expresan la
molécula CD90+(CD34-/CD90+) y el 96,90 % de células CD34-/CD117- (doblemente
negativas para ambas moléculas) (tabla 1 y figura).

Tabla 1. Expresion de moléculas de membrana en células madre mesenquimales
{CMM) procedentes de cultive de medula dsea

Marcaje con CMM cultivadas CMN de
anticuerpos Porcentajes de expresion (%) de moléculas de medula dsea
monoclonales membrana {Yo)*

Pase 3 Pase 4 Pase 8 Pase 16
CD34PE-/CDA5FITC- 33,086 59,19 45,13 44,16 20,79
CD34PE-/CD90FITC+ 17,74 30,26 21,24 0,44 1,49
CD34FITC- f 53,99 91,83 96,90 75,51 11,22
CD117PE-

CMM: células mononucleares; FITC: fluorocromoistiocionato de fluoresceina; PE:
fluorocromo ficoeritrina; * Porcentaje de expresion de estas moléculas en CMN de
meédula ésea antes del cultivo.

En las células procedentes de cultivo de adipocitos se observo el 52,3 % de células
CD34-/CD45-(doblemente negativas para ambas moléculas), el 12,31 % de células
CD34-, que expresaron la molécula de membrana CD90+, hasta el 43,31 % de
CD34-/CD117- (doblemente negativas) y una frecuencia de expresion del 64,68 % de
células que no expresaban CD34 y expresaron en su membrana la molécula CD44
(CD34-/CD44+) (tabla 2).
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Fig. Expresion de moléculas de membrana en células madre mesenquimales

procedentes de culive de médula dsea en el subcultive 4. Se observa el 58,64 %

de célufas CD34-/C045- (dobfemente negativas para estos marcadares de
membrana), con el 29,19 % de células CD34- que expresan la molécula CO90+
(CD34-/C090+) y hasta el 91,63% de células CD34-/CD117- (doblemente

negativas

para ambas moléculas).
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Tabla 2. Expresion de moléculas de membrana en células madre mesenquimales

{CMM] procedentes de cultivo de tejido adiposo.

Marcaje con anticuerpos

monoclonales

CD34PE-/CDA5FITC-

CD34PE-/CD90FITC+

CD34FITC-/CD117PE-

CD34FITC-/CD44PE+

CMM DE ADIPOCITOS

moléculas de membrana

52,3
12,31
43,31

64,68

Porcentajes de expresion (%) de

FITC: fluorocromoistiocionato de fluoresceina; PE: fluorocromoficoeritrina
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DISCUSION

Las CMM procedentes de médula ésea mostraron que en los pases 4 y 8 existe una
adecuada expresion del patrén de moléculas de membrana especificas de este tipo
celular, lo que corresponde con el fenotipo descrito por otros autores.” 21726

En el pase 16 se observd el aumento del porcentaje de células que expresan las
moléculas CD45/CD34,lo que sugiere la diferenciacion espontanea a células
neuronales segun lo descrito por otros autores.?’?® Estos resultados corresponden con
una diferenciacion espontanea a célula madre neural en estudios inmuno
histoquimicos mediante la presencia de nestina y beta tubulina +++.'" Las CMM
procedentes de la expansion del cultivo celular hasta el pase o subcultivo 8 constituyen
un potencial terapéutico para la terapia celular regenerativa de diferentes
enfermedades crdnicas, enfermedades inflamatorias y el trasplante alogénico. Sin
embargo, las CMM obtenidas a partir del pase 16 sugieren una diferenciacion neural
espontanea que de ser comprobado, permitirian su uso en el tratamiento de
enfermedades degenerativas y lesiones del sistema nervioso.

Las CMM procedentes de adipocitos mostraron un patron de expresion de marcadores
celulares especificos consistentes con este tipo celular y una frecuencia de expresion
del 64,68 % de la molécula de adhesion CD44 (molécula de adhesidon que se expresa
en las CMM), lo que contribuye al asentamiento de estas en diferentes tejidos y su
diferenciacion celular especializada.

Estos resultados permiten corroborar de manera preliminar, que los métodos
experimentales de cultivo utilizados en ambos casos son efectivos para la obtencién y
desarrollo de un banco de CMM con fines terapéuticos.

En la actualidad, es de gran interés ampliar la posible aplicacion de la terapia celular
como alternativa terapéutica de enfermedades crénicas no transmisibles y asociadas
al trasplante y sus complicaciones.
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