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RESUMEN

Introduccion : Existe un creciente interés cientifico en el potencial terapéutico de las
células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo ( ADSCs, en inglés). Estas
células son abundantes en el tejido adiposo, son de facil obtencidn y con un alto
potencial de diferenciacion hacia linajes celulares especializados incluyendo
adipocitos, osteocitos, condrocitos, miocitos, cardiomiocitos, tenocitos, vasos
sanguineos y neuronas. Este trabajo se desarrolldé con el objetivo de implementar en
el laboratorio un procedimiento para aislar y cultivar ADSCs, con caracteristicas que
corresponden a las informadas para este linaje celular.

Método: los precursores de células adiposas humanas se obtuvieron de tejido
subcutaneo abdominal. Las células se separaron enzimaticamente del tejido y se
decantaron por centrifugacion, luego de cultivadas, se caracterizaron en su capacidad
de diferenciacion y por su marcadores fenotipicos.

Resultados: Las ADSCs aisladas se replicaron en estas condiciones de cultivo y
mantuvieron un fenotipo estable durante todo el periodo de estudio. Se comprobd su
potencial adipogénico y osteogénico in vitro, como corresponde a las células madre
mesenquimales. El estudio por citometria de flujo mostré que estas células
expresanCD73, CD90 y CD105 y son negativas para los marcadores de linaje
hematopoyético CD34 y CD45.En los ensayos de inhibicidn in vitro, las ADSCs
demostraron su capacidad para inhibir la proliferacion de células T humanas.
Conclusiones : La caracterizacion fenotipica y funcional de las ADSCs obtenidas a
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partir del tejido adiposo abdominal demuestra que es posible la obtencion mediante
cultivo in vitro de células mesenquimales humanas sin inducir diferenciacion
espontanea, manteniendo su integridad funcional y altos niveles de proliferacion, lo
gue sienta las bases para el inicio de ensayos preclinicos y su uso futuro en la terapia
celular en nuestro pais.

Palabras clave: células madre, células mesenquimales, tejido adiposo, terapia
cellular.

ABSTRACT

Introduction : There is growing scientific interest in the therapeutic potential of
stem cells derived from adipose tissue (ADSCs). These cells are abundant in adipose
tissue, are readily available and have a high potential fordifferentiation into
specialized cell lineages including adipocytes, osteocytes, chondrocytes, myocytes,
cardiomyocytes, tenocyte, endothelial cells and neurons. The aim of this work was to
isolate, cultivate andcharacterize ADSCs.

Methods : human adipose precursor cells were obtained from abdominal
subcutaneous tissue. Cells were enzymatically separated from the tissue and
decanted by centrifugation, cultured and finally analyzed.

Results : The ADSCs were able to replicate in our culture conditions. The cells
maintained their phenotype in different passages throughout the study period,
confirming its feasibility for in vitro culture. Also the ADSCs were induced to
adipogenic and osteogenic differentiation, verifying its potential as mesenchymal stem
cells in vitro. The flow cytometric study showed that these cells expressed CD73,
CD90 and CD105 (markers of mesenchymal cells) and they were negative for CD34
and CD45 (hematopoieticcell markers). The ADSCs were able to inhibit in vitro the
proliferation of T cells.

Conclusions : It is possible to obtain ADSCs by in vitro cultivation without adipogenic
induction, maintaining its functional integrity and high proliferation; this cell could be
an important tool for the cellular therapy in our country.

Keywords: stem cells, mesenchymal cells, adipose tissue, cellular therapy.

INTRODUCCION

Las células madre se caracterizan por su habilidad de renovacién y su potencial de
diferenciacion y pueden ser clasificadas en dos grandes grupos: las embrionarias y las
adultas. En el caso de las embrionarias, que se derivan de las células del blastocisto,
tienen el potencial de diferenciarse en todas las lineas celulares generando asi un
organismo, por lo que se denominan totipotenciales. En el caso de las células madre
adultas, son poblaciones celulares que se encuentran en los 6rganos de animales
adultos en baja frecuencia y no tienen el potencial de formar un organismo completo,
pero se pueden diferenciar en lineas celulares especificas. Las células madre
mesenquimales (MSC) pertenecen a este grupo !.
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Las MSC poseen mucho potencial en la aplicacion clinica por su capacidad de
expansion in vitro e in vivo y de diferenciarse en varias lineas celulares, incluyendo
osteocitos, condrocitos, miocitos, cardiomiocitos, adipocitos, tenocitos, vasos
sanguineos y neuronas 210,

La ingenieria tisular ofrece una opcién prometedora para la reparacién o regeneracién
de tejidos dafiados o enfermos. No obstante, la fuente o el protocolo de extraccion y
cultivo ideal para obtener este tipo de células no se ha definido aun. Algunas de las
propiedades que hacen que las MSC adultas sean bien vistas en la medicina
regenerativa son: facilidad de recoleccion, tasas de proliferacion altas en expansiones
ex vivo y capacidad de diferenciacion multilinear?.

El tejido adiposo se deriva del mesodermo y contiene una poblacién microvascular de
células endoteliales, musculo liso y células madre. Estas pueden ser enzimaticamente
extraidas del tejido adiposo y separadas de los adipocitos por centrifugacion y
filtracidon. Una vez realizado este procedimiento una poblacién mas homogénea
emerge en condiciones de cultivo celular. Esta poblacion (llamada células madre
derivadas de tejido adiposo, ADSC siglas en inglés) comparte muchas caracteristicas
de su contraparte en médula 6sea (llamada células madre derivadas de la médula
o0sea, BM-MSC, siglas en inglés), incluyendo su potencial proliferativo y su habilidad
de diferenciacion multilinear? °-12,

Se ha determinado que existe una concentracion de hasta 40 veces mas de células
madre en una muestra de grasa que en una de médula 6sea, lo que le da ventajas
para su aislamiento y manipulacion a gran escala # 2. Ademas, muestran una
caracterizacién muy similar a las derivadas de médula dsea, siendo positivas para la
expresién de CD29, CD44, CD71, CD90, CD13, CD105, SH-3 y STRO-1, pero también
algunos marcadores especificos como CD49d, CD106, CD54 y CD34!3, No se han
observado diferencias significativas entre los dos tipos de células respecto a la
adherencia estromal, el crecimiento, la senescencia celular, la capacidad de
diferenciarse en diferentes lineas celulares y la eficiencia de la transduccion
genéticals.

Por otra parte, la supresion inmune y propiedades antinflamatorias de las MSC estan
muy bien establecidas y abarcan claramente potentes influencias moduladoras sobre
la generacién y establecimiento de enfermedades asociadas amultiples fenotipos de
células T efectoras * 16, Las MSC utilizan una variedad de diferentes factores solubles
secretados por ellas con el fin de suprimir las respuestas inmunes. Algunos de estos
factores los producen constitutivamente, tales como la molécula HLA-G5 17/ 18, |a
prostaglandina E2 (PGE2)'°y galectinas??. Los efectos inmunomoduladores ejercidas
por las MSC se pueden aumentar si las células son activadas por citoquinas tales
como el IFN-y'é, También se ha demostrado que las MSC pueden ser activadas por la
estimulacidn de sus receptores de tipo Toll 21, Los modelos preclinicos proporcionan
un fuerte impulso en una mejor comprension de la terapia con MSC para la
generalizacidn de uso en el tratamiento de una gama de enfermedades autoinmunes
mediadas por células T comunes y para la prevencién o tratamiento de las
complicaciones de los trasplantes, tales como el rechazo y la enfermedad de injerto
contra huésped (EICH) 2225,

Hay una gran cantidad de literatura que define protocolos de cultivo para las ADSC* >
2, 10,12, 26,27 F| proceso de obtencion se inicia con una liposuccion al paciente que se
realiza bajo anestesia local o sedacion o mediante su toma durante una cirugia de
abdominoplastia. El tejido se somete a un proceso de laboratorio mediante el cual se
aislan las células adecuadas; que se cultivan a 37°C hasta que el crecimiento
alcanza la subconfluencia. En ese momento pueden emplearse terapéuticamente o
ser criopreservadas para su uso posterior. Este método presenta ventajas respecto
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al de obtencidn de células de médula ésea: es seguro, la grasa es un tejido de facil
acceso, es menos molesto y agresivo que las punciones medulares, puede realizarse
bajo anestesia local, las células se pueden criopreservar 2,

Por todo lo anterior, se implementd un procedimiento para aislar, cultivar y
caracterizar ADSC para su posible uso en la prevencion y tratamiento de la EICH,
complicacion del trasplante hematopoyético; en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes y en la medicina regenerativa.

METODOS
Origen delas células mesenquimales derivadas de tejido adiposo

Las muestras de tejido adiposo se obtuvieron durante el acto quirdrgico de tres
mujeres con antecedentes de salud que fueron sometidas a abdominoplastias
asociadas a hernias umbilicales en el servicio de cirugia del Hospital General Docente
"Enrique Cabrera". Para ello se tomaron entre 30 y 50 g de grasa de la zona de la
herida quirdrgica. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la
Investigacion s del Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI), La Habana, Cuba y
todos los donantes firmaron un consentimiento informado escrito.

Las muestras obtenidas se colocaron en un recipiente con una solucion isotdnica
estéril. Una vez empacada la grasa, se mantuvo en frio por no mas de 24 horas antes
de comenzar su procesamiento en el laboratorio.

Aislamiento de las células mesenquimales derivadas de tejido adiposo

El aislamiento de las células se realizé de acuerdo al método descrito por Bunnell y
cols.?” con algunas modificaciones. Las muestras de tejido adiposo, contenidas el
medio de transporte, se manipularon dentro de un ambiente controlado en una
camara de flujo laminar. En estas condiciones se extrajeron las muestras de tejido y
se fragmentaron en pequefios trozos para facilitar la accidn de la colagenasa en la
separacion celular. Para ello se prepard una solucién de colagenasa tipo 3 al 0,3 %
(Sigma Aldrich, EUA) en solucién salina tamponada con fosfato (SSTF), 1 % de
penicilina / estreptomicina (P/E) (Gibco, EUA), la que se filtré por 0.2 um (Sartorius,
EUA) y se agregd al tejido adiposo durante 1h a 37°C en agitacion. El material
digerido se filtré a través de una maya de nylon de 150 um. Se procedi6 a neutralizar
la enzima con igual volumen de medio suplementado con 20 % de suero fetal bobino
(SFB, Gibco, EUA) y se realizd centrifugacion a 1200 rpm durante 10 min. Se descarté
el sobrenadante, se resuspendiod el precipitado en SSTF con P/E 1% vV se procedid a
otra centrifugacién. Se descart6 el sobrenadante y resuspendié el precipitado en 2 mL
de medio suplementado con SFB al 20 %, se determind el niUmero y viabilidad de las
células.

Cultivo y expansion

Las células se sembraron siempre en una densidad de 2x10%/cm2en un medio
estandar compuesto por Dulbecco's Modified Eagle's Medium Ham (DMEM, Gibco,
EUA) suplementado con 20 % de SFB, 100 U/mL penicilina y 0,1 mg/mL de
estreptomicina. El cultivo se mantuvo a 37°C en atmosfera hiumeda al 5 % de COx.
Las células se cultivaron durante 7 pases hasta la subconfluencia, en frascos de
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cultivo durante 7-10 dias.A partir del segundo pase el SFB se utilizd al 10 %. Cuando
las células adheridas al plastico alcanzaron una confluencia de aproximadamente el
80%se trataron contripsina al 0,25 % (Gibco, EUA) durante 3 min, a 37°C. La
solucién de tripsina se neutralizé con igual volumen de medio DMEM completo. La
suspension de células se centrifugd a 300 g durante 10 min y el sobrenadante se
descarto. El precipitado se resuspendiéo en medio DMEM completo y las células se
contaron en un hemocitémetro usando azul de tripan.

Diferenciacion a adipocitos y osteocitos

La capacidad de osteogénesis y adipogénesis de las ADSC aisladas se determin¢ al
cuarto pase (P4) segun lo descrito por Bernardo y cols. 28, La diferenciacion a
adipocitos se evalué mediante la apariencia morfoldgica de gotas de lipidos tefiidas
con aceite rojo (Sigma-Aldrich, EUA), mientras que la diferenciacidon a osteocitos se
determind por tincion de los depdsitos de calcio con rojo de alizarina (Sigma-Aldrich,
EUA). Las células fijadas y tefiidas se observaron y fotografiaron utilizando un
microscopio optico (Olympus, Japén).

Caracterizacion inmunofenotipica de las células mesenquimales derivadas de
tejido adiposo

Se utilizaron ADSC del cuarto pase para la caracterizacién inmunofenotipica. Para la
deteccién de las moléculas en la membrana plasmatica, las células se incubaron
durante 15 min en SSTF y SFB al 1 %, para minimizar las uniones inespecificas.
Luego, se incubaron 10 © células por cada condicion experimental, durante 15 min a
40C en la oscuridad, con los diferentes anticuerpos conjugados a fluoréforos. Todos
los marcajes se realizaron en un volumen de 100 mL de SSTF. Se emplearon
anticuerpos conjugados a isocianato de fluoresceina (FITC) o a ficoeritrina (PE),
especificos para los siguientes antigenos: CD34, CD45, CD73, CD90 y CD105, todos
de BD Pharmingen (EUA).Las muestras se analizaron en citdmetro de flujo Gallios
(Beckman Coulter, EUA) para la identificacion de los canales especificos de
fluorescencia de cada anticuerpo. El procesamiento de los datos se realizé6 empleando
el programa Flow Jo version 7.2.2 (Tree Star, EUA).

Ensayo de proliferacion de linfocitos

La sangre periférica proveniente de donantes sanos, obtenida a partir de un
concentrado leucocitario, se diluyé en medio RPMI-1640 (Gibco, EUA) en proporcion
1:4 (v:v). La sangre diluida se afiadié a un volumen de Ficoll-Paque TM Plus (GE
Healthcare, EUA) equivalente a un tercio del volumen final de la mezcla, y se
centrifugd durante 20 min, a 2 000 rpm y 25°C (Hettich, Alemania). El anillo celular
en la interfase entre el Ficoll y el plasma se extrajo con una micropipeta. Los linfocitos
aislados se lavaron por centrifugacion, con SSTF, se centrifugaron a 900 rpm durante
10 min, y se volvieron a lavar y centrifugar a 1500 rpm durante 5 min. Los leucocitos
aislados (PBMC) se contaron en la camara de Neubauer y se ajustaron a una
concentracion de 107 células/mL en medio RPMI-1640 y se tifieron durante 5 min a
379C con carboxy fluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE; Life Technologies,
EUA) a una concentracioén final de 0.5 uM. Transcurrido ese tiempo se adicioné SFB
equivalente a un tercio del volumen final de la mezcla y se lavaron las células por
centrifugacién a 1500 rpm durante 5 min. Las células se ajustaron a una
concentracion final de 106 células/mL en medio RPMI-1640 suplementado con 2 mM
glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 50 pM -
mercaptoetanol y SFB al 10 %. Las células se cocultivaron en placas de 24 pocillos
con ADSC. Los linfocitos se activaron con concanavalina A (ConA) (5 pg/mL), se
colectaron después de 72 horas y se tifieron con un anticuerpo anti-CD3 conjugado a
PE (dilucion1:100) (eBioscience, EUA) antes del conteo en el citometro de flujo.
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RESULTADOS

Ensayo de diferenciacion

Las células mostraron una morfologia fibroblastoide con caracteristicas fusiforme (Fig.
1A) que cambid durante los ensayos de diferenciacion. En la diferenciacion
adipogénica a la semana de estimulacién con el medio adipogénico se observaron
gotas de lipidos en el citoplasma, las cuales aumentaron de tamafio al cabo de tres
semanas de estimulacién convirtiéndose en inclusiones lipidicas en el citoplasma que
fueron tefiidas con el aceite rojo (Fig. 1B), con lo que se confirmd la capacidad
adipogénica de estas células. Por su parte, las ADSC estimulada con el medio
osteogénico a los 21 dias de estimulacién mostraron la presencia de depdsitos de
calcio que fueron tenidos con el rojo de alizarina lo que demostré su capacidad para
formar hueso (Fig. 1C).

Fig. 1. Células madre mesenquimales derivadas de tejido

adiposo obtenidas en el cuarto pase. (20X).

{A) tipico aspecto fibroblastoide con forma fusiforme.

{B} Diferenciacion adipogénica despues de 21 dias, donde se
observan las formaciones lipidicas tefiidas con aceite rojo

{C) Diferenciacion osteogénica después de 21 dias, cbsérvese
los depdsitos de calcio tefiidos con rojo de alizarina.
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Inmunofenotipaje

Los marcadores de superficie celular determinados en las ADSC con cuatro pases
demostraron que las células aisladas eran positivas para los marcadores de células
mesenquimales CD73, CD90 y CD105, en cambio resultaron negativas para los
marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45, como se muestra en la tabla.

Tabla. Analisis por citometria de flujo de las células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADSC) al cuarto
pase en cultivo

Marcador % ADSC Positivas
Megativos para celulas mesenquimales humanas

CD34 2,49

CD45 2,15
Positivos para células mesenquimales humanas

CD73 97,01

CD90 99,10
CD105 98,75

Ensayo de inhibicidon de la proliferacion de linfocitos T

e Hubo una marcada reduccién (50 % aproximadamente) de la proliferacion de
los linfocitos T estimulados con ConA cuando se cocultivaron con ADMSC en
una relacion de 10:1 respectivamente (Fig. 2), este experimento se hizo por
duplicado y se observo que solamente proliferd alrededor del 33 % de los
linfocitos en ambas réplicas en comparacion con el 61 % de proliferacion de las
células T estimuladas con Con A.
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Fig. 2. Ensayo de inhibicidn in wvitro de linfocitos T con células madre mesenquimales derivadas de
tejido adiposo (ADSC). (A) Linfocitos T no activados. (B) Linfocitos T activados con concanavalina
A. (C) Cocultive de las ADSC con los linfocitos T activados en una relacién de 1:10
respectivamente. Este ensayo se realizd por duplicado.

DISCUSION

El tejido adiposo constituye una fuente alternativa de interés en la obtencion y
aplicacion clinica de células madre, esto se debe a factores como su facilidad de
extraccidn, su alto contenido MSC en comparacion con la médula 6sea y la capacidad
de su expansion ex vivo, la que puede ser similar o hasta superior respecto a las
células obtenidas de la médula dsea %°.

La fraccidn mononuclear del tejido adiposo, conocida como la fraccién vascular
estromal fue descrita en sus inicios como una fuente activa mitéticamente de
precursores adiposos 3°. Estas células recordaban a los fibroblastos morfolégicamente
y se demostrod su capacidad para diferenciarse in vitro a preadipocitos y tejido adiposo
funcional 3. Ademas las MSC no solo tienen la capacidad de diferenciarse a diferentes
lineas celulares de origen mesodérmico: adiposas, cartilaginosas y dseas 32 33, sino
que también pueden diferenciarse a células de origen endodérmico y ectodérmico 34
36, Estudios recientes refieren el uso potencial de estas células en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares®’, neuroldgicas3 y musculoesqueléticas®® en las que
es muy importante el efecto paracrino de estas células debido a la gran cantidad de
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factores de secrecion que producen e inducen el crecimiento y la diferenciacion de las
células madre érgano-especificas y ademas previenen el dafio originado por la muerte
por apoptosis*0 41,

Estas células derivadas de la fraccién vascular estromal tienen marcadores de
superficie similares a los de las BM-MSC!4. En el presente estudio para la
identificacion de las ADSC se seleccionaron los marcadores: CD73, CD90 y CD105
(marcadores de MSC) asi como CD34 y CD45 (marcadores de células
hematopoyéticas). En los marcadores de superficie seleccionados se observé
positividad para CD73, CD90 y CD105, con mas del 96 % de expresion. En cambio
menos del 3 % de las células en estudio expresan los marcadores leucocitarios CD34
y CD45.

Las células mantuvieron su fenotipo fusiforme durante los diferentes pases realizados
durante el periodo de estudio y se comprobo su potencial de diferenciacion a
adipocitos y a osteocitos. Ademas, las ADSC obtenidas inhibieron la proliferacién de
células T, cualidad muy importante por su potencial uso en el trasplantes alogénico de
médula dsea. Como se ha informado, las BM-MSC se pueden utilizar como
tratamiento para la EICH por su capacidad para suprimir la alorreactividad en
reacciones de linfocitos mixtos*?. Esta capacidad antiproliferativa es compartida por
todas las células del estroma'®. Como una alternativa a las BM-MSC para el
tratamiento de la EICH aguda se han utilizados MSC derivadas de tejido adiposo, de
cordén umbilical y de placenta*3-#>, La médula dsea se obtiene por aspiracion
mediante anestesia del paciente en un saldn de operaciones, por lo que esta fuente
de MSC ha sido desplazada por las MSC de tejido adiposo y el cordén umbilical que
son fuentes mas accesibles sin ningln procedimiento invasivo y con menos conflictos
éticos #345. Cabe destacar que las MSC también se han utilizado para evitar y tratar el
rechazo de 6rganos solidos 24 4649

En las condiciones descritas es posible la obtencidon, mediante cultivo in vitro, de
ADMSC sin induccidon adipogénica espontanea, que mantienen su integridad funcional
y altos niveles de proliferacion. Estas células demostraron potencial de diferenciacién
adipogénico y osteogénico in vitro, asi como su potencial para inhibir la proliferacién
linfocitaria. Por lo tanto pueden ser una herramienta Gtil para las instituciones
médicas en la prevencién y tratamiento de la EICH, del rechazo del trasplante renal,
en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, asi como en la Medicina
Regenerativa.
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