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. RESUMEN

La principal fuente de células troncales mesenquimales (CTMs) es la médula 6sea
(MO), sin embargo, actualmente sangre de cordon umbilical (SCU) se ha
propuesto como una fuente alternativa para la obtencion de estas células, y
aunque varios grupos de investigacion han logrado obtener CTMs de SCU,
muchas de sus caracteristicas biolégicas aun no se conocen. En el presente
estudio se obtuvieron CTMs de MO y SCU, y se caracterizaron de manera
comparativa analizando su morfologia, inmunofenotipo y capacidad de
diferenciacion hacia osteoblastos, adipocitos, condroblastos y células neurales.
Las CTMs se obtuvieron en el 100% de las muestras de MO y en un 10.5% de las
muestras de SCU. Se detectaron en menor frecuencia en SCU en comparacion
con MO, observandose 1 CTM en 200.5 x 10° células mononucleares y 1 CTM en
0.031 x 10° células mononucleares en SCU y MO, respectivamente. Al analizar la
morfologia de las CTMs se observaron 4 diferentes tipos morfolégicos (células
grandes, fibroblastoides, neurales y pequefias) en cultivos provenientes de ambas
fuentes. Las CTMs tanto de MO como de SCU fueron negativas para la expresion
de marcadores hematopoyéticos como CD14, CD34, CD45 asi como para CD62L,
y HLA-DR, y positivos para marcadores caracteristicos de células mesenquimales
como CD73, CD90 y CD105, sin embargo la expresion de CD90 por CTMs de SCU
fue variable (61+30%) en comparaciéon con MO (85+15%), en donde todas las
muestras presentaron una alta expresion de este marcador. Contrario a esto, la
expresion de CD44 fue alta en todas las muestras de ambas fuentes, por lo que
proponemos a este marcador como caracteristico, al menos para las CTMs de
SCU y no asi CD90. Por otra parte, las CTMs de SCU presentaron mayor
capacidad de diferenciacidén hacia osteoblastos en comparacion con MO. Tanto las
CTMs de MO y SCU, tuvieron la capacidad de diferenciarse hacia condroblastos,
sin embargo se observé mayor formacién de cartilago hialino por parte de las
CTMs de MO y mayor formacién de cartilago fibroso por aquellas CTMs de SCU.
Unicamente las CTMs de MO se pudieron diferenciar morfolégicamente hacia
adipocitos, los cuales fueron positivos a la tincion con Rojo Oleoso, y aunque las
CTMs de SCU no formaron vacuolas lipidicas, estas formaron monticulos celulares
positivos a la tincion con Rojo Oleoso. Debido a que en el analisis morfolégico se

observaron células con caracteristicas neurales, se analizé la expresion de



proteinas neurales (Nestina, NF200, MAP2, NeunN) y de astrocitos (GFAP) en las
CTMs de MO y SCU, en ausencia y presencia de medio inductor neural,
encontrando la expresion de estas proteinas en las CTMs de ambas fuentes antes
de ser inducidas, e incrementando significativamente su expresion después de
haber sido estimuladas, lo cual indica la existencia de una subpoblacién de CTMs
que podria poseer un potencial intrinseco, el cual se incrementa en presencia de
inductores neurales. Nuestros resultados sugieren que SCU se puede considerar
como una fuente alternativa de CTMs, a pesar de presentar diferencias en algunas
caracteristicas biolégicas con aquellas provenientes de MO.



II. MARCO TEORICO

1. BIOLOGIA DE LA MEDULA OSEA

En el ser humano la médula ésea (MO) es el 6rgano donde se producen
todas las células de la sangre a partir de una célula llamada célula troncal
hematopoyética (CTH; Panoskaltsis et al, 2005). Las CTHs son pluripotentes, esto
es, capaces de generar los diferentes linajes hematopoyéticos: eritrocitos,
megacariocitos/plaquetas, basdfilos/mastocitos, eosindfilos,
neutréfilos/granulocitos, monocitos/macroéfagos, linfocitos B y T (Szilvassy, 2003).
En conjunto las diferentes células sanguineas a distintos estadios de maduracion

constituyen el sistema hematopoyético (Figura 1).

Dentro del sistema hematopoyético podemos encontrar cuatro
compartimentos. El primero es el de CTHs que son capaces de autorrenovarse y
generan a todos los linajes hematoyéticos in vivo, asi como sostienen la
produccion de estas células durante el resto de la vida de un individuo (Szilvassy,
2003; Wognum et al, 2003). En el segundo compartimiento se encuentran las
células progenitoras hematopoyéticas (CPHs) o unidades formadoras de colonias
(CFU por sus siglas en inglés) originadas por las CTHs (Mayani et al, 1993). Tanto
las CTHs como las CPHs presentan una morfologia linfoblastoide y expresan el
antigeno CD34 (Healy et al, 1995). Las CPHs presentan un alto potencial
proliferativo y a diferencia de las CTHs su potencial de diferenciacion se restringe,
expresando sdlo algunos antigenos de linaje dependiendo del tipo de progenitor
(Mayani et al, 1993). Las CPHs originan células comprometidas hacia un linaje
determinado, llamadas células precursoras, con una capacidad de proliferacion
limitada y pueden ser reconocidas por su morfologia (tercer compartimento;
Mayani, 1992). Por ultimo, en el cuarto compartimiento se encuentran las células
maduras circulantes. Al proceso por el cual las CTHs originan CPH que producen
células precursoras y estas ultimas a las células maduras de la sangre se le
denomina hematopoyesis (Figura 1).



Figura 1. Esquema del sistema hematopoyético con los cuatro compartimentos

celulares dentro de la jerarquia hematopoyética.

Las células hematopoyéticas tienen un tiempo de vida finito, por lo que
mantener sus numeros en condiciones estandar o de amplificacién en respuesta a
estrés hematoldgico, requiere de una actividad hematopoyética constante y
experimentar una serie de divisiones clonales a lo largo de la vida del individuo
(Szilvassy, 2003). Las células hematopoyéticas residen en la MO en un
microambiente especializado que modula la quiescencia, autorrenovacion,
proliferacion y compromiso de las CTHs y la expansion, maduracion y apoptosis de
las CPHs. La regulacion de estos mecanismos se realiza a través de interacciones
fisicas y bioquimicas que ocurren entre el estroma, las proteinas de la matriz
extracelular y las citocinas producidas tanto por células estromales como por
células hematopoyéticas. A este conjunto de componentes celulares y proteicos se
le denomina microambiente hematopoyético (Mayani et al, 1992; Hubin et al, 2005;
Panoskaltsis et al, 2005; Adams y Scadden, 2006).



Por lo anterior podemos decir que la MO se compone de dos principales
sistemas, el hematopoyético y el estromal, que no soélo coexisten, también

colaboran funcionalmente (Bianco et al, 2001).

2. SISTEMA ESTROMAL

El estroma de la MO es una red tridimensional que soporta fisicamente y
mantiene fisioldgicamente a las células hematopoyéticas. El estroma consiste de
cinco tipos de células: macréfagos, células endoteliales, células reticulares,
adipocitos y osteoblastos. A continuacién se mencionan algunas caracteristicas de

las células que conforman el sistema estromal (Figura 2).

Los macréfagos son el segundo mayor componente celular del estroma y se
encuentran en tres sitios diferentes dentro de la MO: como macréfagos centrales
en islas eritroblasticas, sugiriendo que participan en la maduracién eritroide; sobre
la parte abluminal del sinusoide endotelial y dispersos entre las células

hematopoyéticas (Mayani et al, 1992).

La red vascular medular esta cubierta por una capa de células endoteliales,
las cuales se encuentran en contacto estrecho con las células hematopoyéticas
maduras que salen hacia la circulacion (Bianco et al, 2001), lo que sugiere que las
células endoteliales pueden modular los ultimos estadios de maduracion de las
células hematopoyéticas y su liberacién hacia torrente sanguineo. Se ha publicado
que las células endoteliales expresan moléculas que regulan la adhesion, homing
(capacidad de dirigirse hacia diferentes tejidos), injerto después de transplante y
posiblemente la proliferacion de las CTHs (Jung et al, 2007; Rafii et al, 1997), asi
como la secrecion de proteinas como sE-selectina, sVCAM-1 y sICAM-1 durante la
movilizacion de CTHs estimulada por GM-CSF (Sudhoff et al, 2002; Chen et al,
2003).



CELULAS ESTROMALES DE LA MEDULA OSEA
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Figura 2. Células que conforman el sistema estromal de la médula 6ésea.
Macréfagos, de origen hematopoyético; osteoblastos, adipocitos, fibroblastos

estromales y células endoteliales, de origen mesenquimal.

Las células reticulares son el mayor componente celular del estroma de la
MO. Estas células pueden ser de tipo adventicias o fibroblasticas. Las células
adventicias se localizan alrededor de los sinusoides venosos formando una capa
que cubre parcialmente el lado abluminal del endotelio y regulan la migracion de
las células maduras de la MO hacia la circulacién (Mayani et al, 1992; Bianco y
Boyde, 1993). Ademas pueden acumular lipidos y dar lugar a la formacion de
adipocitos, ello cuando hay espacio disponible o en caso de una hematopoyesis
anormal (Bianco et al, 2001). Las células fibroblasticas se localizan en contacto
con las CTHSs, su citoplasma soporta células hematopoyéticas en maduracion, y se
encuentran usualmente en contacto con células granulociticas inmaduras (Mayani
et al, 1992; Bianco y Boyde, 1993). Los fibroblastos estromales son capaces de
secretar y sintetizar citocinas como la IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, M-CSF, G-CSF,
GM-CSF, SCF, IFNB, SDF-1, ademas de moléculas de la matriz extracelular
(Flores-Figueroa, 2006).



Los adipocitos aumentan en la MO cuando se presenta una patologia o
cuando se reduce la actividad hematopoyética, debido al incremento en la edad del
individuo (Bianco et al, 1999). Se ha publicado que una manera indirecta de
regular la hematopoyesis por los adipocitos, se debe a la secrecién de leptina, ya
que sus niveles estan relacionados con el numero de células blancas (Wilson et
al, 1997), al igual, la adiponectina, proteina secretada por estas células,
incrementa la proliferacion de las CTHs, mientras las mantiene en un estado

funcionalmente inmaduro (DiMascio et al, 2007).

Los osteoblastos tienen una participacién importante en la hematopoyesis,
inducen la expansiéon y maduracién de osteoclastos (derivados de CTHSs), asi
como su reclutamiento en superficies mineralizadas para una activacion en la
reabsorciéon del hueso (Dazzi et al, 2006). Se ha observado que el nimero de
CTHs se incrementa conforme aumenta el nimero de osteoblastos, incluso que
CTHs se localizan adjuntas a células osteoblasticas sobre la superficie del hueso,
sugiriendo que el tamano del nicho osteoblastico, regula la produccion
hematopoyética (Zhang et al, 2003). In vitro, los osteoblastos suprimen la
proliferacion y mantienen el fenotipo inmaduro de CTHs, contrario al efecto que
producen las células reticulares (Balduino et al, 2005). También se han descrito
modelos en donde los osteoblastos sintetizan proteinas que mantienen en
quiescencia a las CTHSs, sin inhibir la diferenciacion de CPHs (Haylock y Nilsson,
2005).

Por otra parte, uno de los productos de las células estromales es la matriz
extracelular, la cual se compone de colageno tipo I, Ill, y IV producidos por los
fibroblastos y células endoteliales; ademas, también se compone de
macromoléculas estructurales (proteoglicanos y glicosaminoglicanos) y proteinas
de adhesion como fibronectina (producida por células reticulares y macréfagos) y
laminina (producida por células endoteliales), que ayudan a las células
hematopoyéticas a acoplarse con la red de colageno (Campbell y Wicha, 1988;
Panoskaltsis et al, 2005).



3. CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Como se menciond, la MO se compone de dos principales sistemas, el
hematopoyético y el estromal los cuales colaboran funcionalmente (Bianco et al,
2001). Las células del estroma tales como reticulares, adipocitos, osteoblastos y
endoteliales se originan a partir de una célula troncal mesenquimal (CTM; Dazzi et
al, 2006), de la cual no se ha determinado su localizacién dentro de la MO.
Algunos autores relacionan a las CTMs con pericitos subendoteliales, mostrando
evidencias de la presencia de estas células en secciones arteriales y capilares de
la red vascular de la MO (Bianco et al, 2001).

La presencia de las CTMs en la MO fue documentada por primera vez por
Goujon, quien observé el potencial osteogénico de estas células en transplantes
de médula dsea de ratdn, confirmado un ano después por Biakow (Goujon, 1869;
Biakow, 1870). Posteriormente, Danis mostré que células de la propia MO, tienen
un potencial osteogénico y no soélo factores quimioatrayentes a células
osteogénicas (Danis, 1960). Estos resultados fueron confirmados por otros
investigadores mas tarde (Petrakova et al, 1963; Friedenstein et al, 1966; Bruder et
al, 1997).

En estudios posteriores realizados por Friedenstein y cols. utilizando
ratones y cobayos, observaron una poblacion de células de MO, adherentes,
clonogénicas, no fagociticas y con morfologia fibroblastoide que formaban parte
del estroma medular y que daban origen a las células del microambiente
hematopoyético (a excepcion de macroéfagos), dichas células fueron denominadas
como mecanocitos estromales o unidades formadoras de colonias de fibroblastos
(CFU-F; Friedenstein, 1973), las cuales, bajo condiciones apropiadas, pueden dar
origen a tejido conectivo incluyendo cartilago, hueso, tejido adiposo, tejido fibroso,

e incluso estroma capaz de mantener la mielopoyésis (Friedenstein et al, 1974).

Basado en las observaciones de Friedenstein, Owen desarroll6 el concepto
en el que células de tejido conectivo derivan de un antecesor comun, al cual
denomind célula troncal estromal (Owen, 1978) y mas tarde propuso un modelo

con tres compartimentos: el de una célula troncal, un progenitor comprometido y el



de células maduras que incluian células reticulares, fibroblastos, adipocitos y
osteocitos (Owen, 1985). Caplan llamé a esta célula adulta multipotente, célula
troncal mesenquimal (CTM; Caplan, 1991). La primera descripciéon detallada del
potencial tri-linaje (adipocitos, condrocitos y osteoblastos) de las CTMs fue descrita

por Pittenger y cols. (Pittenger et al, 1999) (Figura 3).

adipocito condrocito osteoblasto

Figura 3. Potencial tri-linaje de las células troncales mesenquimales. Diferenciacion

hacia adipocitos, condrocitos y osteoblastos.

Existen protocolos que describen la obtencién de las CTMs y pueden ser
utilizados de manera independiente o combinados. El método tradicional utilizado
por Friedenstein consiste en cultivar células provenientes de MO, en donde las
CTMs se adhieren a la superficie plastica de la caja de cultivo y después de un
lapso de tiempo se retiran las células no adherentes. Los cultivos de células
adherentes son heterogéneos por la contaminacién de células, sin embargo
después de varias resiembras, predominan células que crecen en forma de CFU-F
(Friedenstein et al, 1974).

Otro protocolo usado para la obtencion de CTMs, incluye el uso del Percoll
como gradiente de densidad que enriquece la fraccion de células mononucleares
(CMN) cultivandolas de la misma manera que Friedenstein; la frecuencia reportada
de este método de obtencién fue de 1 a 5 CFU-F en 1X10° CMN de MO que
fueron sembradas; las colonias se formaban entre 14 y 21 dias y después de éste
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periodo presentaban un crecimiento exponencial (Haynesworth et al, 1996).
Actualmente otros grupos también usan ficoll para la obtenciéon de CTMs (Flores-
Figueroa et al, 2006). Otro método es la seleccion positiva, en donde se purifican
las células por citometria de flujo reconociendo la expresion de antigenos como
STRO-1 (Simons y Torok-Storb, 1991); HOP-26 (Zannettino et al, 2003) y el
receptor de baja afinidad del factor de crecimiento neural (alpha-LNGFR; Quirici et
al, 2002). Sin embargo estos antigenos no son exclusivos de las CTMs, teniendo la
desventaja de obtener una poblaciéon contaminada, ademas que no todas las
CTMs expresan estas moléculas. Otro método para la obtenciéon de CTMs es la
seleccion negativa, en donde se realiza una inmunodeplecion de células que

expresan antigenos hematopoyéticos (Lee et al, 2004).

Las CTMs expresan un gran numero de moléculas de adhesion, proteinas
de matriz extracelular y receptores a citocinas, asociadas con su funcién e
interacciones celulares dentro del estroma de la MO (Devine et al, 2000). Ademas
expresan una amplia variedad de antigenos caracteristicos de otros tipos de
células. Se ha publicado que las CTMs expresan CD44, CD105 (SH2, endoglina),
CD106 (VCAM-1), CD166, CD29, CD73 (SH3 y SH4), CD90 (Thy-1), CD117 (c-kit),
STRO-1, CD140 (PDGFr) y EGFr. Expresan moléculas de adhesion celular tales
como integrinas o3 y o,p5, ICAM-1, ICAM-2, LFA-3, L-selectina y no presentan
marcadores tipicos para linajes endotelial y hematopoyético (CD11b, CD14, CD31,
CD33, CD34, CD133, y CD45), a excepcién del CD90 (Bobis et al, 2006).

No hay un marcador antigénico exclusivo para las CTMs y de hecho
diferentes grupos de investigacion han establecido una variedad de combinaciones
de marcadores para su deteccion, que aun es muy variable entre los diferentes
grupos, en parte debido a que se han observado transformaciones espontaneas en

cultivos a largo plazo respecto a su inmunofenotipo (Jackson et al, 2007).

Por otro lado, poco se sabe de los marcadores de superficie expresados
antes de someter las CTMs a expansion in vitro, dado que la presencia de algunos
antigenos puede cambiar ex vivo debido a las condiciones de cultivo especificas
de cada grupo y el numero de pasajes en el que se encuentran las células (Dazzi
et al, 2006).

11



Debido a que los investigadores publican estudios de CTMs usando
diferentes métodos para su obtencion y expansion, recientemente la Sociedad
Internacional de Terapia Celular (ISCT, por sus siglas en inglés), ha propuesto a la
comunidad cientifica adoptar medidas estandares para la identificacion de CTMs.
Asi, la ISCT propone tres criterios: primero, las células deben ser adherentes al
plastico cuando son mantenidas en cultivo; segundo, deben ser positivas para los
antigenos CD105, CD73 y CD90, adicionalmente deben ser negativas para la
expresion de antigenos hematopoyéticos tales como CD45, CD34, CD14, CD11b,
CD79, CD19 y HLA-DR, y tercero, deben ser capaces de diferenciarse hacia

adipocitos, osteoblastos y condroblastos (Dominici et al, 2006).

Las CTMs proliferan rapidamente y mantienen mayor multipotencialidad al
ser cultivadas a bajas densidades de 1X10* a 4X10° células/cm?® (Sekiya et al,
2001; Friedenstein et al, 1976). La concentracion inicial del cultivo también afecta
su morfologia, cuando éstas se cultivan a bajas densidades mantienen una forma
de huso y cuando se siembran a altas densidades o estan en confluencia se tornan
anchas (Bobis et al, 2006). In vitro, el crecimiento de las CTMs ocurre en tres
fases: 12, el crecimiento es lento al inicio del cultivo que dura de 3 a 4 dias; 22, una
rapida expansion durante varios dias (fase larga) y 32, una fase estacionaria
después de haber llegado a confluencia. Algunos estudios sugieren que estas
fases de crecimiento son reguladas por la expresion de Dickkopf-1 (Dkk-1) y
Whnt5a, ya que la expresion de Dkk-1 aparece durante la fase larga, mientras la
expresion de Wnt5a es mayor durante la fase estacionaria (Colter et al, 2001;
Gregory et al, 2003). Bajo condiciones dptimas, las CTMs pueden ser capaces de
dividirse y crecer hasta 50 resiembras. Al examinar el perfil de su ciclo celular se
ha encontrado que cerca del 10% de las células se encuentran en fase S, G2y M

mientras que el resto permanecen en quiescencia (Conget y Minguell, 1999).

La proliferacion de las CTMs también es influenciada por citocinas tales
como PDGF, FGF-2, EGF y TGFB que ejercen efectos mitdégenos en las células,
contrario a INFo e IL-4 que inhiben su crecimiento (Bruder et al, 1997). La
interaccion heparina/EGF con el receptor HER-1 (HB-EGF-1/HER-1) favorece la

proliferacion y previene la diferenciacion de las CTMs (Krampera et al, 2005).
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Como se ha mencionado, las CTMs vy células estromales mas
diferenciadas, tienen la capacidad de producir citocinas que mantienen a las CTHs
en quiescencia 0 promueven su autorenovacion. Entre ellas podemos mencionar a
SCF, LIF, SDF-1, OSM, BMP-4, Fit-3 y TGF-B. Ademas, las CTMs producen una
variedad de interleucinas como IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14 e IL-15 y
cultivadas en presencia de IL-1a  producen citocinas como G-CSF y GM-CSF
(Haynesworth et al, 1996; Majumdar et al, 1998; Majumdar et al, 2000)

4. POTENCIAL BIOLOGICO Y APLICACION CLINICA DE LAS CTMs

En los primeros estudios sobre las CTMs se creia que eran capaces de generar
unicamente células de origen mesodérmico, sin embargo, recientemente esta idea
ha cambiado ya que se ha publicado que son capaces de diferenciarse a una
variedad de linajes celulares incluyendo osteoblastos, condrocitos, adipocitos,
fibroblastos, mioblastos, cardiomiocitos, hepatocitos, tenocitos, epitelio, células de
pulmon, intestino, rifidn, bazo e incluso neuronas (Bobis et al, 2006; Baksh et al,
2004). Algunos cientificos hipotetizan que la generacion de células de origen
diferente al mesodérmico es debido a un proceso de reprogramacién en la
expresion de genes denominado plasticidad celular (Sato et al, 2005; Bobis et al,
2006) (Figura 4) .

Por sus caracteristicas, incluyendo su gran potencial de proliferacion y su
capacidad de diferenciarse hacia diferentes tipos celulares, las CTMs representan
una herramienta promisoria para su uso en el campo de la terapia celular. Se ha
publicado que las CTMs poseen la capacidad de injertar en varios tejidos y
organos cuando son infundidas sistémicamente y estos injertos se han mostrado
estables a largo plazo (Bobis et al, 2006). Las CTMs infundidas en sangre
periférica, han mostrado la habilidad de migrar hacia sitios u érganos especificos
con dano, éste fendmeno ha sido publicado en modelos animales de fractura de
hueso, isquemia cerebral e infarto al miocardio (Shake et al, 2002; Wang et al,
2002).
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Figura 4. Esquema representativo de la multipotencialidad de las CTMs. Las CTMs

presentan la capacidad de diferenciacion hacia células de origen endodérmico:

pulmon, higado, intestino, riidn y bazo; mesodérmico: musculo esquelético,

musculo cardiaco, tendon, cartilago, hueso; y ectodérmico: sistema nervioso.

Similar a lo que sucede en el sistema hematopoyético, las CTMs secretan

citocinas que pueden actuar de manera autdcrina y/o paracrina. Estas citocinas

pueden suprimir reacciones inmunes locales, inhibir fibrosis y apoptosis e

incrementar el proceso de angiogenesis en tejido en reparacion, asi como

estimular la mitosis y diferenciaciéon de las mismas CTMs hacia células del tejido

danado. Este fendmeno de las CTMs como mediadores troficos se ha observado
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en modelos de infarto al corazdén, infarto al cerebro y regeneracién de meniscos,
sin que éstas se diferencien necesariamente a células del tejido dafiado (Caplan y
Dennis, 2006; Li et al 2005; Pak et al, 2003; Murphy et al, 2003).

Uno de los primeros estudios relacionados con el uso terapéutico de las
CTMs, fue al ser transplantadas en pacientes con osteogénesis imperfecta
(Horwitz et al, 1999). También se ha observado la capacidad de injerto en musculo
de pacientes con distrofia muscular (Gussoni et al, 2002) y mejora en la
funcionalidad y prevencion de fibrosis en el area infartada del corazon en pacientes
con infarto al miocardio (Pittenger y Martin, 2004). De igual manera, el co-
transplante de CTMs con CTHs, mejora el injerto de estas ultimas, acelera la
reconstitucién de la hematopoyesis y disminuye la enfermedad de injerto contra
huésped (GvHD, por sus siglas en ingles), al inhibir la activacion de los linfocitos T
(Maitra et al, 2004). De hecho, se ha publicado un caso de un paciente con
leucemia linfoblastica aguda quien desarrollé una severa GvHD después de ser
sometido a transplante alogénico de CTHs, y que mejor6 considerablemente con el
uso de CTMs haploidénticas (Le et al, 2004).

5. FUENTES ALTERNATIVAS DE CTMs

La principal fuente de las CTMs es la MO en donde constituyen un bajo
porcentaje de todas las células de este 6rgano que fluctua entre el 0.001% y hasta
el 0.01% de las CMN obtenidas por gradiente de densidad (Pittenger et al, 1999).
El numero y calidad (potencial de proliferacion y capacidad de diferenciacién) de
las CTMs obtenidas de MO, puede variar incluso cuando son obtenidas en mas de

una ocasion a partir del mismo donador (Phinney et al, 1999).

Las CTMs también han sido localizadas y obtenidas de otros tejidos y
organos del cuerpo humano tales como tejido adiposo (Gronthos et al, 2001),
sangre de cordon umbilical (Erices et al, 2000), vellos coridnicos de la placenta
(Igura et al 2004), fluido amnidtico (Tsai et al, 2004), vena de cordon umbilical
(Panepucci et al, 2004), Gelatina de Wharton (Wang et al, 2004a), sangre
periférica de individuos adultos normales (Zvaifler et al, 2000), sangre periférica

movilizada de pacientes con cancer de mama (Fernandez et al, 1997), pulmén (in
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't Anker et al, 2003), musculo esquelético (Williams et al, 1999), hueso trabecular
(Sottile et al, 2002), pulpa dental (Miura et al, 2003) y fuentes fetales como sangre,
MO, higado y bazo (Campagnoli et al, 2001; in't Anker et al, 2003).

A pesar de haber encontrado CTMs en muchos drganos y tejidos, aun es
controversial usarlos como fuentes alternativas a la MO, ya que es necesario
realizar mas investigacion sobre su biologia y posibles aplicaciones clinicas. En el
presente trabajo se utiliza sangre de cordén umbilical (SCU) para la obtencion de
CTMs como fuente alternativa a la MO, por lo que a continuacion se describiran
algunas caracteristicas bioldgicas de la SCU.

6. SANGRE DE CORDON UMBILICAL Y PRESENCIA DE CTMs

Para poder describir algunos aspectos bioldgicos de la SCU, primero
mencionaremos algunos aspectos de su ontogenia, asi como de la formacion del

cordon umbilical.

Al final de la segunda semana del desarrollo embrionario aparecen las
vellosidades coridonicas primarias de la placenta. Al inicio de la tercer semana
crece mesénquima hacia las vellosidades primarias y forman un nucleo de tejido
conjuntivo laxo mesenquimatoso. En esta etapa las vellosidades (vellosidades
secundarias), cubren toda la superficie del saco coridnico. Algunas células
mesenquimatosas de las vellosidades, se diferencian poco después en capilares y
células hematopoyéticas. Estas vellosidades se constituyen en coridnicas

terciarias, cuando se ven vasos sanguineos en ellas (More y Persaud, 1999).

Los capilares en las vellosidades coridnicas, se funden para formar redes
arteriocapilares que se unen al corazén primitivo a través de las arterias y venas
que se diferencian del tallo de conexién (primordio del cordon umbilical), quien se
forma durante la segunda semana y se origina del mesodermo somatico

extraembrionario (More y Persaud, 1999).
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Hacia finales de la tercera semana, el tallo de conexién se une con la
superficie ventral del embrién, y el alantoides se extiende hacia el tallo de
conexion, los vasos sanguineos del alantoides se tornan en arterias y vena
umbilicales. A medida que se expande el amnios, envuelve tallo de conexiodn, tallo
vitelino y alantoides, lo que forma asi un recubrimiento epitelial para el corddn
umbilical. EI componente fetal de la placenta estd formado por el corion velloso.
Las vellosidades tallo que surgen del mismo, se proyectan hacia el espacio velloso
que contiene sangre materna. EI componente materno de la placenta se forma a
partir de la decidua basal (endometrio), que se relaciona con la parte fetal de la
placenta (Figura 5; More y Persaud, 1999; Sadler, 1996).

Amninn flan fiankas
SarmnCS UGS nelnas

_indican expansioni

Figura 5. Formacién de la placenta y del cordon umbilical. A) Formacion de las
vellosidades coridnicas primarias y secundarias al formar capilares que cubren el
saco corionico; B) Formacion de las vellosidades coridnicas terciarias al formar
vasos sanguineos; C) Formacién del primordio del cordéon umbilical; D) Corddn
umbilical y corion velloso (parte fetal de la placenta). Tomado de More y Persaud
1999.
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Al final de la tercera semana comienza la circulacién feto-materna a través
del cordon umbilical. El O,, agua, hormonas, aminoacidos, hierro, vitaminas,
anticuerpos, nutrientes incluso drogas y virus de sangre materna, llegan al espacio
intervelloso que se encuentra entre la union de la placenta y el cordén umbilical, y
se difunden por las paredes de las vellosidades y a través de la vena umbilical
entran a la circulacion fetal. EI CO, y los productos de desecho salen del feto y
pasan a través de las arterias umbilicales hacia la placenta, en donde se difunden
hacia el espacio intervelloso a través de las paredes de las vellosidades y hacia la
sangre materna (More y Persaud, 1999; Sadler 1996) (Figura 6).

Figura 6. Circulacion feto-materna a través de la placenta y cordon umbilical.
Tomado de More y Persaud 1999.
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En los mamiferos, las células hematopoyéticas se diferencian a partir del
mesodermo durante la embriogénesis (Moreno et al, 2005); el primer sitio de la
hematopoyesis son las islas sanguineas del saco vitelino, éstas células
hematopoyéticas son precursores eritroides y/o mieloides que no tienen la
capacidad de reconstituir la hematopoyesis a largo plazo (Cumano et al, 2001;
Palis et al, 2001).

Inmediatamente después que inicia la circulacién entre el embrién y el saco
vitelino, se originan las CTHSs (con la capacidad de reconstitucion hematopoyética
a largo plazo) en la esplacnopleura intraembrionaria (Cumano et al, 2001) y la
region aorta-gonada-mesonefros (AGM; Medvinsky y DzierzaK, 1999).
Posteriormente las CTHs comienzan a migrar a otros 6rganos a través de la
circulacién, primero al higado fetal y cuando disminuye la actividad hematopoyética
en este 6rgano, comienza en el bazo fetal y finalmente se establece en la MO, en
donde se mantiene la hematopoyesis durante el resto de la vida del individuo
(Morrison et al, 1995). Ademas de la regiéon AGM, las CTHs se originan en las

arterias umbilicales y vitelinas (de Bruijn et al, 2000).

La obtencion de CTMs provenientes de SCU, fue publicada por primera vez
por Erices y cols., quienes encontraron que cultivos de CMN de SCU, dieron origen
a células adherentes con morfologia fibroblastoide y con la expresiéon de
antigenos relacionados a CTMs provenientes de MO como SH2, SH3, SH4, CD13,
CD29 y CD49e (Erices et al, 2000). Otros grupos han publicado que las CTMs de
SCU expresan CD44 (receptor hyaluronato) y no presentan los antigenos CD90,
CD106 y CD146, ademas de no expresar los marcadores hematopoyéticos como
CD34, CD45, CD14, CD2, CD3, CD15, CD16, CD19, CD24, CD33, CD38 y
glicoforina A (Goodwin et al, 2001). Mas tarde Lee y cols., publicaron la obtencion
de CTMs de SCU con la expresion de CD29 (B-integrina), CD49b (c2-integra),
CD49d (o4-integrina) y CD51 (aV-integrina) y también de receptores de matriz
como CD58 (LFA-3) y CD105, asi como la expresion de HLA-ABC, siendo negativa
la expresion de CD7, CD90, CD117, C133, CD135, HLA-DR vy de los receptores
de matriz CD31, CD62L y CD62p (Lee et al, 2004). Ademas se han detectado los
marcadores CD54 y CD90, aunque la expresion de éste ultimo es controversial,

dado que algunos grupos de investigacion la consideran negativa (Gang et al,
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2004). Otros grupos han encontrado que las CTMs de SCU expresan un

inmunofenotipo muy similar al que expresan las provenientes de MO (Bieback et

al, 2004; Kern et al, 2006) (Tabla 1).

CD Expresion

Granulocitos, monocitos, endoteliales, epiteliales,

CD 13 fibroblastos osteoclastos, células del cerebro*
Monocitos, macréfagos, células de Langerhans, baja

CD 14 (receptor LPS) expresion en neutrdfilos, células B*
CD 29 (VLA f chain) Todos los leucocitos*
CD 31 (PECAM-1) Monocitos, plaquetas, granulocitos, células endoteliales*
CD 34 Células troncales hematipoyéticas ¢

Células hematopoyéticas, epiteliales, endoteliales,
CD 44 (HCAM) células del sistema nervioso
CD 45 (antigeno comtn
leucocitario) Células hematopoyéticas*
CD 49b (VLA-02) Monocitos, plaquetas, células linfoides T y B, NK*
CD 54 (ICAM-1) Células endoteliales*

Células hematopoyéticas, epiteliales, endoteliales,
CD 58 (LFA-3) fibroblastos*

Células hematopoyéticas a diferentes estadios de
CD 62L (L-selectina) difernciacion*

CD 73 (SH3 y SH4) Linfocitos maduros , células epiteliales y epiteliales*
Progenitores hematopoyéticos, Timocitos, células

CD 90 (Thy-1) endoteliales y neuronas ¢

CD 90 (Thy-1) Timocitos, células endoteliales y neuronas
CD 105 (endoglina) Células endoteliales*

CD 133 Células troncales y progenitoras hematopoyéticas ¢

CD 140 (PDGFr)

CD 166 (ALCAM) Células epiteliales del timo y células T activadas*
HLA-ABC Células nucleadas*
HLA-DR Células profesionales presentadoras de antigeno ¢

MO

++

++

++

++

++

++

++

SCU

++

++

++

++

++

++

++

Ref.

b,d.f,g,c
a,b,d,g,h,i
a
a,b,c,d,e,g,h,i
a,b,c,d,g,h,i

ab,c.def,ghji

a

b,a,f,h,i

b,d

b,d

Tabla 2. Caracterizacion fenotipica de las CTMs de MO y SCU. Tomado de (*) Niel et
al, 1997 (e) Tomado de Flores-Guzman 2006; a, Lee et al, 2004; b, Bieback et al,
2004; c, Tondreau et al, 2005; d, Kern et al, 2006; e, Yu-Jen et al, 2006a; f, Reinisch et
al, 2007; g, Nishiyama et al, 2007; h, Marcov et al, 2007; i, Tsai et al, 2007; j, Bobis et

al, 20086).
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En relacion al porcentaje de obtencion y frecuencia de las CTMs en SCU, se
ha publicado que hasta en un 63% de las unidades procesadas se han obtenido
CTMs (Kern et al, 2006), mientras que su frecuencia se ha observado de entre 0 a
2.3 CTMs en 1x10®° CMN de SCU (Bieback et al, 2004; Wang et al, 2004b), a
diferencia de MO en donde se ha publicado de 1 a5 CTMs en 1x10° CMN (Caplan
y Dennis, 2006). Debido a su baja frecuencia y un menor nivel en la expresion de
fosfatasa alcalina y en la formacion de nédulos de hidroxiapatita, caracteristicos de
la diferenciacion osteogénica, asi como una disminuida expresion de proteinas
neurales (B-tubilina 1ll y GFAP) después de haber sido estimuladas con EGF/FGF,
en comparacion con CTMs de MO, algunos autores sugieren que CTMs de SCU
€s una poblacion mas primitiva que aquellas provenientes de MO (Goodwin et al,
2001).

Se ha observado que las CTMs de SCU tienen una gran capacidad de
proliferacion (Gang et al, 2004) y un mayor periodo de cultivo que las CTMs de MO
con al menos 20 doblajes en 8 pasajes y sin cambio en la morfologia ni
disminuciéon en la proliferacion, mientras que en cultivos de CTMs de MO, se
observd disminucién en la proliferacién y cambio en la morfologia después de 5
doblajes durante 3 a 4 pasajes (Bieback et al, 2004; Kern et al, 2006).

Respecto a la capacidad de diferenciacion hacia células de distintos linajes,
bajo condiciones adecuadas de cultivo, las CTMs de SCU tienen la capacidad de
formar adipocitos, osteoblastos (Goodwin et al, 2001), cardiomiocitos (Cheng et al,
2003), condrocitos, hepatocitos y células neurales, por lo que no solo se
diferencian a células de origen mesodérmico, sino tienen la capacidad de generar
células de las tres capas germinales al igual que las provenientes de MO (Lee, et
al., 2004). De manera interesante se ha publicado una capacidad reducida de
diferenciacion adipogénica (Bieback et al, 2004; Yu-Jen et al, 2006a) e incluso
ausencia de dicha capacidad de diferenciacion hacia este linaje por parte de las
CTMs de SCU (Kern et al, 2006).

Las CTMs de SCU son capaces de producir SCF, IL-6 y TNF-a, ademas de
tener el potencial de soporte, expansion y diferenciacion ex vivo de CTHs y CPHs
(Wang et al, 2004b; Nagwa et al, 2006) y soportar la sobrevivencia de células

neurales NT2N, bajo condiciones de estrés y en estado de baja sintesis de
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proteinas (Nagwa et al, 2006). En un estudio publicado por Erices vy cols., se
demostré que las CTMs de SCU de humano fueron capaces de injertar en la MO
de ratones, después de ser transplantadas por infusion sistémica y fueron
detectadas en otros érganos como musculo cardiaco, dientes y bazo, demostrando
la capacidad de homing y sobrevivencia después del transplante (Erices et al,
2003).

En otro estudio, ademas de promover el injerto de células CD34", las CTMs
influyeron en la reconstitucién de la hematopoyesis y en la diferenciacién de las
células CD34" hacia linfocitos B, granulocitos y megacariocitos in vivo, al ser co-
transplantadas en ratones NOD/SCID (Zhou et al, 2005).

A pesar de los datos reportados, aun se considera controversial la
presencia de CTMs en SCU ya que no en todos los grupos de investigacién ha
sido posible su obtencion (Mareschi et al, 2001; Wexler et al, 2003; Yu et al,
2004).
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lIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Actualmente existe un gran numero de enfermedades relacionadas con
el sistema nervioso, 6seo, cardiovascular y hematopoyético entre otros, las
cuales se originan por dafios celulares en cada sistema. En la mayoria de estas
enfermedades no se cuenta con un tratamiento exitoso para su curacién, por lo
que es necesario buscar tratamientos alternativos que permitan mejorar el

estado celular de los tejidos dafiados.

A través de diferentes investigaciones se ha demostrado que las CTMs
tienen la capacidad de diferenciarse hacia células de las distintas capas
embrionarias, originando asi células como adipocitos, osteocitos, condrocitos,
cardiomiocitos, miocitos, hepatocitos y células neurales. Ademas, se ha
demostrado en modelos animales e incluso en humanos que las CTMs tienen
la capacidad de homing hacia tejidos dafiados y de regenerarlos después de

su inyeccién sistémica.

Por lo anterior, se puede considerar que las CTMs podrian representar
una excelente opcion de terapia celular. Actualmente la MO es la principal
fuente de CTMs, sin embargo, presenta algunos inconvenientes dado que en
si, la toma de muestras de MO representa un método doloroso y agresivo para
el donador e incluso conseguir donadores histocompatibles para los pacientes,
resulta una tarea dificil de llevar a cabo y en algunos casos no se tiene éxito.
Aunado a ello, se ha demostrado que el numero y la capacidad de proliferacion
y diferenciacion de las CTMs, disminuye conforme aumenta la edad del
donador (D I'ppolitto et al, 1999; Romanov et al, 2003). Debido a ello se hace

necesaria la obtencion de las CTMs de fuentes alternativas a la MO.

Se ha reportado la obtencion de las CTMs de distintas fuentes, entre las
cuales la SCU puede ser una interesante opcidn ya que tiene algunas ventajas
sobre MO, debido a que se considera practicamente un desecho biolégico y
ademas se pueden obtener las unidades que se deseen, las cuales pueden ser

criopreservadas para utilizarlas en el momento que se requiera.

22



No obstante de representar una buena opcion, en muchos grupos de
investigacion no ha sido posible la obtencién de CTMs a partir de la SCU,
ademas muchas de sus caracteristicas bioldgicas no se han determinado y por

lo tanto es incierta su posible aplicacién clinica.
Debido a lo anterior en este trabajo se pretende obtener CTMs de SCU

como fuente alternativa a la MO, determinar algunas de sus caracteristicas

biologicas y realizar un estudio comparativo con aquellas provenientes de MO.
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IV. HIPOTESIS

A pesar que se considera controversial la presencia de CTMs en SCU, algunos
grupos de investigacién han publicado su obtencién, aunque muchas de sus
caracteristicas biolégicas no se han determinado. Debido a lo anterior se propone
la posible obtencion de CTMs a partir de SCU con caracteristicas similares a las
reportadas para aquellas provenientes de MO respecto a su morfologia,
inmunofenotipo y potencial de diferenciacion hacia los linajes adipogénico,
osteogénico, condrogénico y neural, lo cual propondria a la SCU como una fuente
alternativa a la MO para la obtencion de CTMs y su posible uso en aplicacion

clinica.
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V. OBJETIVOS

1. Objetivo general

Obtener células troncales mesenquimales de sangre de corddn umbilical como
fuente alternativa a la médula 6sea, determinar su morfologia, inmunofenotipo y
capacidad de diferenciacién, y realizar un estudio comparativo con aquellas
provenientes de médula 6sea.

2. Objetivos particulares

» Obtencion de células troncales mesenquimales provenientes de médula 6sea y

sangre de cordén umbilical

» Determinar el porcentaje de obtenciéon y la frecuencia de células troncales

mesenquimales provenientes de médula 6sea y sangre de cordon umbilical

« Evaluar la morfologia de las células troncales mesenquimales obtenidas de

médula ésea y sangre de cordén umbilical

» Evaluar el inmunofenotipo de las células troncales mesenquimales obtenidas de

médula ésea y sangre de cordén umbilical
. Determinar la capacidad de diferenciacibn de las células troncales

mesenquimales obtenidas de médula dsea y sangre de corddn umbilical hacia

osteoblastos, adipocitos, condroblastos y células neurales
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VI. METODO
1. OBTENCION DE MUESTRAS DE MO Y SCU

Las muestras de MO de sujetos sanos fueron obtenidas de donadores
para transplantes alogénicos, a través de un aspirado de MO en la cresta iliaca
postero — superior con previa anestesia local, en el Hospital de Especialidades
del CMN SXXI, IMSS.

Las muestras de SCU fueron obtenidas de partos a término 6 cesareas.
Una vez liberada la placenta con el cordén umbilical, la sangre se colectd en
una bolsa de coleccion con anticoagulante, pinchando la vena umbilical con
una aguja, todas las muestras se obtuvieron del Hospital Regional de Zona 2A,
Troncoso del IMSS, bajo los estandares éticos de los hospitales

correspondientes.
2. OBTENCION Y CULTIVO DE CTMs

Tanto los aspirados de MO como la SCU colectadas se procesaron en
condiciones estériles dentro de una campana de flujo laminar. Las CTMs
provenientes de MO y de SCU se obtuvieron mediante seleccion negativa, para
la cual se utilizd6 un kit comercial (Rosette Sep™ System; Stem Cell
Technologies Inc. [STI], Vancouver, BC, Canada) basado en la eliminacién de
células hematopoyéticas, el cual ha sido reportado como superior a métodos
como usar unicamente Ficoll para la obtencion de CTMs de MO (Flores-
Figueroa et al, 2005).

Para obtener CTMs de MO, se adiciond 50 ul del coctel de
enriguecimiento para células mesenquimales (Rosette Sep) que incluye
anticuerpos monoclonales contra los siguientes antigenos: CD3, CD14, CD19,
CD38, CD66b y Glicoforina A, por 1 ml de aspirado de MO. Se incub6 durante
20 min a temperatura ambiente, posteriormente se diluyé con PBS al 2% de
SFB (STI) y EDTA 1nM, sometiendola después a una separacion con ficoll
(Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) durante 25 min a 300 gravedades. El

anillo obtenido se lavé con PBS al 2% SFB y se centrifugd durante 7 min a
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1200rpm. El numero de células nucleadas y la viabilidad celular se determiné
con un hemocitdmetro usando solucién de Turck y azul de tripano (Gibco BRL,
New York, USA) respectivamente. Las células se resuspendieron en medio de
cultivo DMEM bajo en glucosa (lg-Dulbecco’s Modified Eagle Media, Gibco
BRL, Rockville, MD) suplementado con 10% de SFB, 10ul/ml de penicilina-
estreptomicina, 10ul/ml de gentamicina y 10ul/ml de L-glutamina, y se
sembraron a una densidad de 0.2 x 10° cél/cm® en una caja para cultivo T25
(Corning, Inc. Costar, New York, USA). Cuatro dias después se eliminaron las
células no adherentes y se adicioné medio fresco. Cada 5 dias se realizaron
cambios de medio. Una vez que se llegé al 100% de confluencia, la capa
celular se colect6 adicionando tripsina (0.05% Trypsin-0.53 mM EDTA; Gibco
BRL, New York, USA) e incubando durante 5 min a 37°C. Las células obtenidas
se lavaron con PBS y se centrifugaron durante 7 min a 1200rpm y se
sembraron a una densidad de 0.1 X 10° células en una caja de cultivo T75
(Corning, Inc. Costar, New York, USA) en las mismas condiciones, repitiendo
este procedimiento una vez que el cultivo volvio a llegar al 100% de
confluencia. La poblacién de células obtenida de esta ultima resiembra (22

resiembra) fue utilizada en los distintos experimentos.

Para la obtencién de CTMs de SCU, se realizé el mismo procedimiento
que en MO, sin embargo, previo a la incubacibn con el coctel de
enriquecimiento para células mesenquimales, la unidad de SCU se sometié a
una separacion en gradiente de ficoll. Posteriormente, el anillo de CMN se
resuspendio en PBS y se centrifugd durante 7 min a 1200rpm. Las células
obtenidas fueron mezcladas con eritrocitos en una relacion 1:50 en una
densidad de 1X10° CMN/ml e incubadas durante 20 min con un anticuerpo que
reconoce a estos ultimos. Se adicion6 inmediatamente después el coctel de
anticuerpos y se continu6 con el proceso de la muestra como se mencioné para

el aspirado de MO.
3. MORFOLOGIA DE LAS CTMs

Para determinar la morfologia de las CTMs, se sembraron 6X10*

células en una caja petri de 100 mm (Cell Culture Dish, Corning) y cuando las
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células llegaron a una confluencia del 70% se desech6 el medio, se adicion6
PBS por 10 min y se tifid con Azul de Toluidina durante 40 min. La caja se lavo
con agua destilada y se dejé secar. Posteriormente se observd bajo el
microscopio y se contaron los diferentes tipos celulares de acuerdo a su

morfologia, en 20 campos al azar por caja.
4. INMUNOFENOTIPO DE LAS CTMs

Para determinar el inmunofenotipo de las CTMs obtenidas, se analizé la
expresion de algunos antigenos de superficie mediante citometria de flujo en
un equipo Coulter Epics Altra Flow Cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA).
Se incubaron 2 X10° células en 50pl de PBS al 2% de SFB durante 30 minutos
en hielo y en oscuridad con uno de los siguientes anticuerpos monoclonales:
anti-CD13-PE, anti-CD14-PE, anti-CD29-FITC, anti-CD31-FITC, anti-CD34-
FITC, anti-CD44-PE, anti-CD45-FITC, anti-CD54-PE, anti-CD62-L-FITC anti-
CD105-PE, anti-HLA-DR-PE, anti-CD117 (todos de Caltag Laboratories,
Burlingame, CA); anti-CD49b-PE, anti-CD58-PE, anti-CD73-PE, anti-CD166-
PE, anti-HLA-ABC-FITC, anti-CD10-FITC, anti-CD140 (todos de Beckton
Dickinson/PharMingen, San Jose, CA, USA), anti-CD90-FITC (Immunotech,
Marseille, France) y anti-CD133 (Miltenyi Biotec GmbH, Germany). Se
incluyeron los controles incubando a las células con el correspondiente isotipo
de acuerdo al anticuerpo primario IgG2a-PE (Catalg Laboratories), IgG1-FITC
(Catalg Laboratories). Las células marcadas se analizaron contando un minimo

de 10,000 eventos en el citometro.
5. CAPACIDAD DE DIFERENCIACION
5.1 INDUCCION OSTEOGENICA

1x10* CTMs se cultivaron en camaras Lab-Tek Il (Chamber Slide
System, Nalge Nunc Inter, USA) con medio DMEM bajo en glucosa (DMEMbg)
suplementado con 10% de SFB o en presencia de medio de diferenciacion
osteogénica (Stem Cell Kit™, STI) durante 4 semanas y se realizaron cambios

de medio cada 3 dias. El medio osteogénico consiste de medio DMEMbg
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suplementado con dexametasona 10 M, acido ascorbico 0.2 mM, B-glycerol
fosfato 10 mM y 15% de suplemento osteogénico. La deteccion de la
diferenciacion se realizé mediante la técnica de Von Kossa (Kern et al, 2006).
Al terminar las 4 semanas de cultivo con el medio de diferenciacion
osteogénica, éste se retird de la caja y se adicion6 PBS durante 10 min. Se
desech6 el PBS y se colocé nitrato de plata dejando reposar durante 3 horas
expuesta a la luz. La capa celular se lavé con agua destilada y se adicion6
hiposulfito de sodio al 5% durante 2 min. Se lavdé con agua destilada y se
contrastd con azul de toluidina al 1% por 2 min. Se deshidraté con diferentes
concentraciones de etanol (al 80%, 90% y absoluto) y xilol grado histolégico vy
se montaron las laminillas con resina. Los depdésitos de calcio se tifieron de
color café a negro. Se determind el porcentaje de positividad después de

analizar la camara de cultivo al observarla bajo el microscopio.
5.2 INDUCCION ADIPOGENICA

1x10* CTMs se cultivaron en camaras Lab-Tek Il (Chamber Slide
System, Nalge Nunc Inter USA) con medio DMEMbg suplementado con 10%
de SFB o en presencia de medio de diferenciacion adipogénica (AM, STI)
durante 4 semanas y se realizaron cambios de medio cada 3 dias. El medio
adipogénico consiste de DMEMbg al 10% de suplemento adipogénico. La
deteccidén de la diferenciacidon adipogénica se realiz6 con la tincion de Rojo
Oleoso (Sigma —Aldrich) (Kern et al, 2006). Al terminar las 4 semanas de
cultivo con el medio de diferenciaciéon adipogénico, éste se desecho de la caja
y se adicioné PBS durante 10 min. Se desechoé el PBS y la capa celular se fij6
con formalina buffer al 10% durante 1 hora. Se adicioné isopropanol al 60%
durante 5 min, y posteriormente se adicioné Rojo Oleoso durante 20 min. Se
lavdé con agua destilada y se contrastd con hematoxilina de Harris por 1 min.
Las laminillas se montaron con propilenglicol. Los lipidos se tifieron de color
rojo. Se determiné el porcentaje de positividad después de analizar la camara

de cultivo al observarla bajo el microscopio.

29



5.3 INDUCCION CONDROGENICA

2.5x10° CTMs en 500 pl de medio de diferenciacién condrogénico
(Cambrex Bio Science Walkersville, Inc, Maryland, USA) y en presencia de
10ng/ml de TGF-f (Cambrex), se colocaron en un tubo de 15 ml de
polipropileno. Las células se centrifugaron durante 5 min a 1000 rpm, para
formar una micromasa al fondo del tubo. Se cultivaron por 4 semanas y se
realizaron cambios de medio cada 4 dias. El medio condrogénico consiste de
medio basal de diferenciacion condrogénica suplementado con dexametasona,
piruvato de sodio, prolina, suplemento ITS", ascorbato, penicilina/streptavidina
y L-glutamina. Al terminar las 4 semanas de cultivo con medio de diferenciaciéon
condrogénica, se desecho el medio, se fijo la micromasa con formaldehido y se
deshidraté en diluciones de etanol (al 80%, 90% y absoluto) vy xilol grado
histolégico durante 30 min con dos repeticiones cada una. La micromasa se
embebidé en parafina y se hicieron cortes histologicos con ayuda de un
microtomo. La deteccion de la diferenciacion condrogénica se realizé con las
tinciones de Azul Alciano para observar la positividad a mucopolisacaridos y
con Tricrobmico de Masson para determinar la presencia de colageno. Se
determiné el porcentaje de produccion de cartilago hialino y fibroso después de

analizar los cortes histoldgicos al observarlos bajo el microscopio.

6. INDUCCION NEURAL Y EXPRESION DE PROTEINAS NEURALES

1x10* CTMs se cultivaron en camaras Lab-Tek Il (Chamber Slide
System, Nalge Nunc Inter, USA) y en medio DMEMbg suplementado con 10%
de SFB o en presencia de medio de diferenciacién neural Neurocult (NS-A
basal medium with NS-A differentiation supplements; STI; StemCells
Technologies) durante 10 dias, con dos cambios de medio, retirando la mitad
del medio por cada cambio. Posteriormente las células fueron fijadas con
acetona y lavadas en PBS con 1% de Triton X-100. Las camaras se incubaron
con PBS-Triton suplementado con 10% de suero de caballo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente las placas se incubaron toda la noche

con uno de los siguientes anticuerpos mono- o policlonales (Mo Abs 6 Po Abs,
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respectivamente): anti-Nestina, anti-NF-200, anti-Map2, anti-NeuN (todas Mo
Ab, Chemicon, Int. CA, USA) y anti-GFAP (Po Abs, DAKO, Carpinteria, CA). Se
lavaron las camaras con PBS-Triton y se incubaron por dos horas con uno de
los siguientes anticuerpos secundarios: cabra anti-conejo IgG-FITC (Chemicon)
y cabra anti-raton IgG-Alexa 450 (Molecular Probes). Para tefir los nucleos se
utilizé yoduro de propidio. Las camaras se montaron con medio para montar
Vectashield (H-1000; Vector Laboratory, Burlingame, CA). Los analisis se
realizaron usando un microscopio Axiovert 100 M y un sistema de analisis
confocal LSM 510 Zeiss. Los fluoroforos fueron excitados con laser de ion
argén de 488 nm y laser de ion HeNe de 543 nm. La emisién de fluorescencia
fue monitoreada con el paso a bandas de 505-530 nm 6 el paso a filtros de 650

nm de longitud.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron en el programa computacional SPSS (version
9.0.0, SPSS Inc., 1989-1999). Se emplearon pruebas de T y andlisis de
varianza multivariada para determinar diferencias significativas entre los datos.
La significancia estadistica se determiné cuando los valores de P fueron

inferiores a 0.05.
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Vil. RESULTADOS

1. Obtencion de CTMs provenientes de MO y SCU

En el presente estudio se pudieron obtener CTMs a partir de aspirados de

MO, y a pesar que se considera controversial la presencia de CTMs en SCU, ya

gue algunos grupos de investigacion no han podido obtenerlas, en este estudio fue

posible su obtencién a partir de esta fuente.

2. Porcentaje de Obtencioén y Frecuencia de las CTMs en MO y SCU

Se procesaron 9 muestras de aspirados de MO y 104 muestras de SCU de

partos a término y cesareas, de las cuales, se obtuvieron CTMs en 9 y 11 casos

respectivamente, resultando asi en un 100% de obtenciéon en muestras de MO y

un 10.5% en las correspondientes a SCU. La frecuencia de las CTMs en MO fue
de 1 CTM en 0.031x10° CMN y en SCU de 1 CTM en 200.5x10° CMN (Tabla 1).
Estos resultados nos indican que las CTMs se encuentran y se obtienen de

manera mas frecuente en MO que en SCU.

Tipo de No. de No. de % de No. de CMN Frecuencia
muestra muestras muestras Obtencion X 10° de CTMs /
procesadas positivas CMN
MO 9 9 100 22.7 - 200" 1/ 0.03x10°°
SCU 104 11 10.5 17.8 - 664.4* | 1/200.5 x10°°

Tabla 1. Porcentaje de obtencion y frecuencia de CTMs en muestras de MO y SCU.
(a) Rango de CMN obtenido de las muestras positivas para CTMs, (b) Promedio de los
valores obtenidos de CMN de las muestras positivas para CTMs
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3. Morfologia de CTMs de MO y SCU

Cultivos de CTMs de MO y SCU fueron tenidos con Azul de Toluidina al

llegar a una confluencia del 70% para analizar la morfologia celular (Figura 1A).

Dentro de los cultivos de CTMs de MO se pudieron identificar cuatro tipos
celulares morfoldgicamente distintos (Figura 1B), a los cuales los nombramos
como sigue de acuerdo a su tamafio y caracteristicas: grande, células con el
citoplasma muy extendido; fibroblastoide, células alargadas; neural, células con
extensiones citoplasmaticas parecidas a dendritas y pequefa, células con el

citoplasma muy reducido.

Las células grandes correspondieron al 8.3% de las células de MO. El tipo
celular méas comun fue con morfologia fibroblastoide, el cual correspondié a un
69.9% de todas las células presentes en el cultivo. Dentro de la poblacion
fibroblastoide, se identificaron cinco tipos celulares morfolégicamente distintos y
sin diferencias significativas en los porcentajes obtenidos entre ellos: romboide,
célula con el citoplasma extendido en forma de rombo; lamelopodia-lamelopodia,
célula alargada con los dos extremos anchos; lamelopodia-filopodia, célula
alargada con un extremo ancho y un extremo en punta; filopodia-filopodia, célula
alargada con dos exitremos en punta; y triangular, célula con el citoplasma
extendido en forma de triangulo (Figura 1C). Las células con morfologia neural
conformaron el 6.2% de las CTMs de MO. Y las células pequefias correspondieron
al 15.5% de las células presentes en el cultivo. Se encontraron diferencias
significativas entre las células que presentan morfologia fibroblastoide con células
de morfologia neural, pequefia y grande y sin diferencias significativas entre las

tres ultimas.
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8.3% 3.6%
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69.9% 58.3%
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P 3
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Pequefa ¢ 2
15.5% 31.5%
CELULAS FIBROBLASTOIDES
C
Romboide Lamelopodia- Lamelopodia- Filopodia-Filopodia Triangular

Lamelopodia Filopodia
Figura 1. Morfologia de CTMs de MO y SCU. Se observaron diferentes tipos morfolégicos en los cultivos

celulares a partir de ambas fuentes. Cada tipo celular fue nombrado dependiendo de las caracteristicas
morfoldgicas observadas, los resultados se presentan en porcentajes de cada tipo celular y corresponde a
la media de los valores a partir de experimentos separados (MO n=9; SCU n=11). (A) Cultivo de CTMs de
MO y SCU tenidos con Azul de Toluidina, 10X. (B) Tipos celulares morfolégicamente distintos; grande
(93+£21p de longitud); fibroblastoide (45+25u de longitud); Neural (7315.2u de longitud) y células pequenas
(12+2.7p de longitud), 20X. (C) Tipos celulares morfolégicamente distintos, encontrados dentro de la
morfologia fibroblastoide, 20X. (a) Significantemente mayor a todos los demas tipos celulares dentro de
los cultivos de MO. (b) Significativamente mayor a todos los demas tipos celulares dentro de los cultivos
de SCU. (c) Significativamente mayor a células con morfologia neural y grande dentro de los cultivos de
SCU. (d) Significativamente mayor que las células pequefas dentro de los cultivos de MO; (p<0.05).
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Respecto a la morfologia de las CTMs provenientes de SCU, también se

encontraron los mismos 4 tipos morfoldgicos celulares (Figura 1B).

Las células grandes conformaron el 3.6% de las células del cultivo. Y de
manera similar que en MO, dentro de la morfologia fibroblastoide que fue la mas
frecuente, con el 58.3%, se observaron los cinco tipos celulares morfolégicamente
distintos y sin diferencias significativas en los porcentajes obtenidos entre ellos
(Figura 1C). El tipo celular con morfologia neural correspondié a un 6.5% de las
CTMs de SCU. Las células pequenas correspondieron al 31.5% de las células
presentes en el cultivo. Las células pequenas fueron significativamente menores
que las células con morfologia fibroblastoide y significativamente mayores que las
células con morfologia neural y grande, sin encontrar diferencias significativas
entre las dos ultimas (Figura 1B). Entre los tipos morfolégicos de CTMs de MO y
de SCU, se encontraron diferencias significativas entre las células pequenas,
siendo significativamente mayor en cultivos de CTMs de SCU que en cultivos de
CTMs de MO (Figura 1B).

Estos resultados nos indican que dentro de los cultivos de CTMs de MO se
encuentran subpoblaciones celulares con diferente morfologia, y que en cultivos de
CTMs de SCU, se presentan las mismas subpoblaciones celulares. Ademas, de
manera interesante, se observd un mayor porcentaje de células con morfologia

pequena en cultivos de SCU respecto a aquellos provenientes de MO.
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4. Inmunofenotipo de CTMs de MO y SCU

Para conocer el inmunofenotipo de las CTMs obtenidas a partir de MO y
SCU se analizé la expresion de diferentes marcadores de superficie a través de
citometria de flujo (Figura 2; Tabla 2). Las células de ambas fuentes fueron
negativas para la expresién de marcadores hematopoyéticos como CD14, CD34 y
CD45 asi como para CD62L y HLA-DR. Otros marcadores como CD133 y CD10
fueron encontrados en baja expresion. Asimismo, células de ambas fuentes
presentaron una expresion media para algunas moléculas de adhesién como
CD29, CD49b y CD58, también presentaron una expresion alta para CD44, CD166
y otras moléculas de superficie celular tales como CD13, CD73 y CD105, asi como
la expresion de HLA-ABC.

La expresion de algunos marcadores se encontraron significativamente
diferentes entre las CTMs de ambas fuentes, tales como CD54 expresado en un
23+11% de las células provenientes de MO y un 69+27% de SCU. De manera
similar ocurrié con la expresion de CD140 en un 97+11% y un 70£19% de las
CTMs de MO y SCU, respectivamente.

Respecto a CD117, observamos heterogeneidad en su expresion entre las
muestras de SCU, asi, en algunas muestras se observaron valores del 48%,
mientras que en muestras de MO el valor mas alto fue del 19%. Por su parte, se
observd una alta expresiéon de CD90 en CTMs de MO siendo del 85+15%
comparado con SCU en donde fue del 61+30%, observando ademas, la expresién

de este marcador de manera muy variable entre las muestras de SCU.

Estos resultados nos indican que las CTMs de SCU presentan un patrén
similar a las CTMs de MO en la expresién de antigenos de superficie, sin embargo,
la expresién diferencial entre algunos marcadores podria indicarnos algunas

diferencias entre células de ambas fuentes.
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Figura 2. Citometria de flujo de la expresién de marcadores de superficie de las
CTMs de MO y SCU.



Marcador MO SCU

CD105 90+13 92+10
CD73 97+3 93+8
cD90? 85+15 61+30
CD13 98+1 9815
CD44 9013 9211
CD166 9212 9417
HLA-ABC 949 78+28
CD29 4632 6732
CD49b 58+14 4932
CD58 75£32 76+12
CD10 32453 7+8
cD1172 811 29+19
CD133 2+1 210
CD14 212 120
CD31 1x1 1£1
CD34 0 122
CD62L 0 122
CD45 1x1 1+1
HLA-DR 3+3 121
cDs4® 23211 6927
cD140° 9711 70+19

Tabla 2. Expresion de marcadores de superficie de las CTMs de MO y SCU
determinado por citometria de flujo. Los valores se muestran en porcentajes de
células positivas para los diferentes marcadores y corresponde a la media de los
valores a partir de experimentos separados (MO n=9; SCU n=11). (a) No hay
diferencias significativas, sin embargo, su expresion fue distinta entre las muestras

de SCU; (b) Significativamente diferentes, P<0.05.
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5. Capacidad de Diferenciacion de CTMs de MO y SCU

La capacidad de diferenciacién de las CTMs de MO (n=5) y SCU (n=11),
fue analizada después de haberlas cultivado bajo condiciones particulares que
favorecian la diferenciacion osteogénica, adipogénica, condrogénica y neural, asi
como, con sus respectivos controles cultivandolas en ausencia de medio de

inductor.

5.1 Capacidad de Diferenciaciéon Osteogénica

Se determind la capacidad de diferenciacién osteogénica de las CTMs de
MO y SCU, después de haber inducido los cultivos celulares con medio de
diferenciacion durante 4 semanas. En todas las muestras de MO se observaron
depdsitos de calcio (mineralizacion), los cuales fueron comprobados por la
positividad a la tincion con Von Kossa en un 56% de la capa celular al ser
observadas bajo el microscopio, interesantemente, las células que fueron
cultivadas en ausencia de medio inductor también presentaron positividad a la

tincion con von Kossa en un 36% (Figura 3).

Respecto a los cultivos de SCU, también se observaron depésitos de calcio
y positividad a la tincion con von Kossa, en un 65% de la capa celular cultivada en
presencia de medio inductor, y al igual que en MO, las células que fueron
cultivadas en ausencia de medio inductor, fueron positivas a la tincién con von

Kossa en un 40% (Figura 3).
Estos resultados nos indican que las CTMs de SCU tienen la capacidad de

diferenciarse hacia el linaje osteogénico al igual que las CTMs de MO, tanto en

ausencia como en presencia de medio inductor.
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Figura 3. Diferenciacion osteogénica de CTMs de MO y SCU. La diferenciacion
osteogénica estd indicada por la presencia de depdsitos de calcio positivos a la
tincion con von Kossa, la positividad se observa de color café y negro. (A)
Diferenciacion hacia osteoblastos de CTMs de MO sin induccién osteogénica
(20X). (B) Diferenciacién hacia osteoblastos de CTMs de SCU sin induccion
osteogénica (20X). (C) Diferenciacion hacia osteoblastos de CTMs de MO con
induccion osteogénica (20X). (D) Diferenciacidon hacia osteoblastos de CTMs de

SCU con induccién osteogénica (20X).
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5.2 Capacidad de Diferenciacion Adipogénica

Se determiné la capacidad de diferenciaciéon adipogénica de las CTMs de
MO y SCU, después de haber inducido los cultivos celulares con medio de
diferenciacién durante 4 semanas. En los cultivos de CTMs de MO se encontré la
formacion de adipocitos con vacuolas lipidicas al ser observadas bajo el
microscopio, en un 25% de las células que fueron cultivadas con el medio de
induccion, las cuales fueron positivas para la tinciéon con Rojo Oleoso. Las CTMs
de MO cultivadas en ausencia de medio inductor, no presentaron la formacién de

células con vacuolas lipidicas ni positividad a la tincién con Rojo Oleoso (Figura 4).

Respecto a los cultivos de CTMs de SCU en presencia de medio inductor,
no se observo la formacién de células con las mismas caracteristicas a las de MO,
sin embargo, se pudo apreciar la formacién de acumulaciones celulares positivas a
la tincién con Rojo Oleoso, a excepcion de una muestra en donde se formo un
numero reducido de adipocitos (aproximadamente 1% de las células en cultivo). En
los cultivos de CTMs de SCU en ausencia de medio inductor, también se observo
la formacion de acumulaciones celulares positivas a la tincion con Rojo Oleoso
(Figura 4).

Estos resultados nos indican que las CTMs de MO tienen la capacidad de
formar adipocitos después de haber sido estimuladas con medio de diferenciacion
adipogénica, mientras que CTMs de SCU no tuvieron la capacidad de formar
células con morfologia adipocitica, aunque los cultivos hayan sido positivos para la

tinciéon con Rojo Oleoso.
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Figura 4. Diferenciacion adipogénica de CTMs de MO y SCU. La diferenciacion
adipogénica es indicada por la positividad a la tincién con Rojo Oleoso. (A) Cultivo
celular de MO sin induccion adipogénica, negativo a la tinciéon con Rojo Oleoso
(20X). (B) Cultivo celular de SCU sin induccién adipogénica, negativo a la tincién
con Rojo Oleoso (20X). (C) Formacion de adipocitos con vacuolas lipidicas en
cultivos de MO con induccion adipogénica positivos a la tincién con Rojo
Oleoso(20X). (D) Formaciéon de monticulos celulares en cultivos de SCU positivos
a la Tincién con Rojo Oleoso (20X).
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5.3 Capacidad de Diferenciacion Condrogénica

Se determind la capacidad de diferenciacion condrogénica de las CTMs de
MO y SCU, después de haberlas inducido con medio de diferenciacion durante 4
semanas en un sistema de micromasa. Las CTMs de MO se diferenciaron hacia
condrocitos, produciendo mucopolisacaridos (proteoglicanos sulfatados) que se
pudieron identificar con la tincion de Azul Alciano (Figura 5A). Al observar bajo el
microscopio los cortes de las micromasas formadas por las CTMs de MO, también
se pudo identificar la diferenciacién hacia cartilago hialino en un 90%, el cual se
caracterizé por crecer en pequefos grupos localizados en una misma éarea y
rodeados por una matriz extracelular, mostrando una coloracién grisacea con la
tincién de Tricromico de Mason. También se pudo observar la diferenciacion hacia
cartilago fibroso en un 10%, el cual se caracterizé por la formacion de fibras de
colageno, que mostraron una coloracidon azul con la tincion con Tricromico de
Mason (Figura 5B). Al cultivar las CTMs de MO en ausencia de medio inductor, no
pudieron crecer en sistema de micromasa, siendo incapaces de diferenciarse hacia

el linaje condrogénico.

Respecto a CTMs de SCU, al igual que en MO, se diferenciaron hacia
condrocitos, produciendo mucopolisacaridos identificados con la tincién de Azul
Alciano (Figura 5C; sin embargo, la formacion de cartilago hialino fue
significativamente menor que en MO, siendo del 60% y la formacién de cartilago
fibroso fue significativamente mayor que en MO, siendo del 40% (Figura 5D). Y de
manera similar que en MO, al cultivar CTMs de SCU en ausencia de medio
inductor, no pudieron crecer en sistema de micromasa, siendo incapaces de

diferenciarse hacia el linaje condrogénico.

Estos resultados nos indican que las CTMs de SCU tienen la capacidad de
diferenciarse hacia condrocitos al ser cultivadas con medio inductor y crecer en un
sistema de micromasa al igual que las CTMs de MO, aunque la produccion del tipo

de cartilago es diferente entre las CTMs a partir de ambas fuentes.
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MO SCU

Figura 5. Diferenciacion condrogénica de las CTMs de MO y SCU. (A y C) La
diferenciacion condrogénica es indicada por la presencia de mucopolisacaridos,
confirmados por la positividad a la tincion con Azul Alciano (20X). (B y D) El tipo de
cartilago fue analizado por la morfologia celular y el colageno producido en las
micromasas de CTMs a partir de ambas fuentes. Hialocartilago: caracterizado por
la presencia de grupos celulares rodeados por matriz condensada localizada
dentro de la misma area y tefiida de color gris por la tincion con Tricrédmico de
Mason. Fibrocartilago: caracterizado por la presencia de fibras de colageno tefidas
de color azul por la tincién con Tricrémico de Masoén (20X).
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6. Capacidad de Diferenciacion Neural y Expresion de Proteinas Neurales
en CTMs de MO y SCU

Se determiné la capacidad de expresion de proteinas neurales de las CTMs
de MO y SCU, después de haberlas cultivado en ausencia o presencia de medio
de diferenciacion Neurocult (Battula et al, 2007) durante 10 dias. La expresion de
proteinas neurales se evalué por inmunofluorecencia y microscopia confocal, las
proteinas analizadas fueron las siguientes: Nestina, la cual se expresa en células
neurales inmaduras; Neurofilamento-200 (NF-200), Proteina 2 asociada a
microtubulos (MAP2) y Proteina de nucleo neuronal (NeuN), todas expresadas en
células neurales maduras; asi como la Proteina acida glial fibrilar (GFAP), que es
una proteina expresada por astrocitos.

Las CTMs de MO expresaron las 5 proteinas neurales en un rango del 2%
al 4% de las células cultivadas en ausencia de medio inductor. Al estimular los
cultivos celulares con el medio de induccién neural, el porcentaje de células que
expresaron las proteinas incrementd significativamente, siendo del 24% para
Nestina, 58% para NF, 35% para MAP2 y 24% para NeuN, con excepcion de
GFAP, que fue expresado en un 3% de las células (Figura 6).

Al igual que las CTMs de MO, las CTMs de SCU expresaron las 5 proteinas
neurales sin haber sido inducidas con el medio de diferenciacién en un rango del
1% al 6% de las células cultivadas. El porcentaje de las células que expresaron las
proteinas neurales al ser cultivadas con medio de diferenciacion Neurocult, de
manera similar que en MO, incrementd significativamente, siendo del 25% para
Nestina, 43% para NF, 45% para MAP2 y 26% para NeuN, a excepcién de GFAP,
qgue fue expresado en un 5% de las células (Figura 6). Al comparar la expresion
de NF entre las CTMs a partir de ambas fuentes cultivadas en presencia de medio
inductor, fue significativamente mayor en MO que en SCU; y la expresiéon de MAP2
fue significativamente mayor en SCU que en MO. Los porcentajes de expresion de
las proteinas neurales por las CTMs cultivadas en ausencia de medio inductor, no
fueron significativamente diferentes entre las CTMs a partir de ambas fuentes.
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Estos resultados nos indican que CTMs de SCU, al igual que CTMs de MO
tienen la capacidad de expresar proteinas neurales después de haber sido
inducidas con medio de diferenciacidon neural, e incluso sin haber sido estimuladas.
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Sin Induccion Con Induccion Sin Induccion  Con Induccion

Nestina

NF

MAP2

NeuN

GFAP

Figura 6. Expresién de proteinas neurales en CTMs de MO y SCU. Las CTMs fueron
tefidas con anti-Nestina, anti-NF-200, anti-NeuN y anti-MAP2 (todas para células
neurales) y como anticuerpo secundario se uso un IgG-Alexa 450 cabra anti-ratén. La
expresion de GFAP (marcador de astrocitos) se realizé con anticuerpo anti-GFAP y
como anticuerpo secundario se uso un IgG-FITC cabra anti-conejo. Para analizar las
células se contratind con ioduro de propidio y se analizd con un filtro de rodamina
(rojo). Los valores se muestran en porcentajes de células positivas para las proteinas
correspondientes en ausencia o0 presencia de medio inductor (20X). (a)
Significantemente mayor que SCU (b) Significantemente mayor que MO (c)
Significantemente menor que el resto de los valores, dentro de la misma fuente de
CTMs, (p<0.05).
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VIIl. DISCUSION

Por sus caracteristicas, incluyendo un gran potencial de proliferaciéon y
capacidad de diferenciarse hacia distintos tipos celulares, las CTMs representan
una herramienta promisoria para su uso en la clinica dentro del campo de la
terapia celular, asi como en la investigacién, para el estudio de mecanismos
moleculares involucrados en la proliferacion y diferenciacion celular. Actualmente
la MO es la principal fuente de CTMs, sin embargo, presenta algunos
inconvenientes, entre ellos la toma de muestras representa un método doloroso y
agresivo para el donador, ademas se ha demostrado que el numero y la capacidad
de proliferacion y diferenciacion de las CTMs, disminuyen conforme aumenta la
edad del mismo (D I'ppolitto et al, 1999; Romanov et al, 2003). Debido a lo
anterior, ha sido necesaria la obtencién de CTMs a partir de fuentes alternativas a
la MO, respecto a esto, existen algunas evidencias de la presencia de CTMs en
SCU, lo que representa una interesante opcion por las ventajas que tiene sobre la
MO, ya que se considera practicamente un desecho biolégico y se pueden obtener
las unidades que se deseen. La mayor parte de informacion acerca de las CTMs
ha sido obtenida de experimentos realizados con aquellas provenientes de MO, sin
embargo, aun no se han determinado las caracteristicas funcionales y biolégicas
de las CTMs de SCU y hasta qué punto en términos biologicos, difieren de las
provenientes de MO, por lo que es incierta su posible aplicacién clinica. Para
contribuir al conocimiento de la biologia de las CTMs, en el presente estudio se
obtuvieron CTMs de SCU como fuente alternativa a MO, y se realizd su
caracterizacion de una manera comparativa respecto a su morfologia,

inmunofenotipo y potencial de diferenciacion.

En este estudio se logré la obtencién de CTMs a partir de MO y SCU,
usando un sistema de selecciéon negativa (RosetteSep™: STI), un método que
como se habia publicado anteriormente, fue superior a métodos como usar
unicamente Ficoll para la obtencién de CTMs de MO (Flores-Figueroa et al, 2005),
y que no habia sido publicado para la obtencién de CTMs de SCU, ademas,
nuestros resultados son contrarios a los de otros grupos de investigacion que no
obtuvieron CTMs a partir de esta fuente (Mareschi et al, 2001; Wexler et al, 2003;
Yu et al, 2004).
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Las CTMs se obtuvieron en todas las muestras de MO (n=9). El porcentaje
de obtencion fue menor en SCU en comparaciéon con MO, dado que sélo en el
11% de las muestras se pudieron obtener CTMs (n=104). Nuestros resultados
coinciden con estudios previos en donde también obtuvieron CTMs de SCU en un
bajo porcentaje (Erices et al, 2000; Goodwin et al, 2001; Lee et al, 2004; Kern et al,
2006). Sin embargo, algunos grupos han publicado protocolos para la obtencién de
CTMs de SCU, llegando a recuperarlas hasta en un 63% de las unidades
procesadas, en donde emplean parametros de restriccion para la inclusion de
muestras, entre ellos, que la muestra no tenga mas de 15 horas de haber sido
tomada, un volumen neto mayor de 33ml, un conteo de CMN mayor a 1x10°, que
la muestra no presente coagulos 6 hemdlisis y un método para evitar la adhesiéon
de monocitos, el cual consiste en un pre-tratamiento a las placas de cultivo con
suero fetal de ternera durante 30 a 60 minutos a temperatura ambiente,
sembrando inmediatamente después las CMN de SCU vy retirando las células no
adherentes después de una noche de incubacién (Bieback et al, 2004). Respecto a
esto, en nuestro estudio, se aplicaron los parametros antes mencionados a
excepcion del pre-tratamiento de las placas de cultivo con suero fetal de ternera,
sin embargo, nosotros eliminamos los monocitos con el sistema de seleccién
negativa RosetteSep, por lo que creemos que el pre-tratamiento a las placas de
cultivo favorecio la adhesion de las CTMs. Debido a lo anterior, seria adecuado
tomar en cuenta este ultimo parametro para posteriores obtenciones de CTMs a
partir de SCU.

La frecuencia de las CTMs también fue menor en SCU que en MO, siendo
de 1 CTM/200.5 x 10° CMN en SCU en comparacion con MO, donde se detectd 1
CTM/0.031 x 10° CMN. Con estos resultados se puede decir que las CTMs
también se encuentran presentes en circulacion, aunque en mucho menor
frecuencia que las presentes en MO, estos datos coinciden con estudios en donde
también se obtuvieron CTMs de SCU a una baja frecuencia, siendo de 0 a 2.3
CTMs en 100x10° CMN de SCU (Bieback et al, 2004; Lee et al, 2004; Kern et al,
2006).
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Al analizar la morfologia de las CTMs de MO y SCU, se pudo identificar la
presencia de cuatro tipos celulares, los cuales los nombramos de acuerdo a su
tamano y caracteristicas morfolégicas: células grandes, fibroblastoides, neurales y
pequefas. Dentro de la morfologia fibroblastoide, que fue la mas frecuente a partir
de ambas fuentes, se encontraron 5 tipos celulares morfolégiamente distintos
(romboide, lamelopodia-lamelopodia, lamelopodia-filopodia, filopodia-filopodia y
triangular), lo que nos podria indicar la presencia de subpoblaciones celulares
dentro de los cultivos de CTMs, de las cuales, no sabemos si su morfologia tiene
relacion con alguna caracteristica biologica de las células.

El tipo celular con morfologia neural se present6é en un 5.9% de los cultivos
de CTMs de MO y un 6.2% de los cultivos de CTMs de SCU, este tipo morfologico
en particular, fue de gran interés para nosotros, ya que podria indicar la presencia
de una subpoblacion de células con potencial neural dentro de los cultivos de
CTMs a partir de ambas fuentes, lo cual no ha sido publicado anteriormente. Asi,
nuestros resultados han sido mas detallados respecto a la morfologia de las CTMs
de MO y SCU. En trabajos anteriores, se habia publicado alguna heterogeneidad
en los cultivos de CTMs de MO, en donde se encontraron dos tipos celulares: el
tipo |, en el que las células eran pequenas y fusiformes, y el tipo Il, las cuales eran
células mas grandes, aplanadas y que proliferaban mas lentamente (Mets y
Verdonk, 1981). Nuestro grupo también ha publicado sobre la presencia de dos
subpoblaciones celulares en los cultivos de CTMs de MO: células muy delgadas de
forma alargada y células gruesas y granulares (Flores-Figueroa et al, 2005).
Respecto a las CTMs de SCU, también se ha publicado una heterogeneidad
morfoldgica, con la presencia de células fibroblastoides grandes y extendidas, que
representaron la mayor parte de la poblacién celular y en menor proporcién,

células muy delgadas en forma de huso (Yu-Jen et al, 2006b; Marcov et al, 2007).

Basados en nuestros resultados, seria interesante clonar células de los
diferentes tipos morfolégicos a partir de ambas fuentes y analizar sus
caracteristicas bioldgicas por separado, para encontrar alguna posible relacion
entre la morfologia y el potencial biolégico de las CTMs.

Por otro lado, en los cultivos de CTMs a partir de ambas fuentes, también

se observaron células de tamafio pequefio con citoplasma reducido,

50



probablemente una forma de las células préximas a realizar division celular, las
cuales correspondieron al 15.5% de las células de MO y un 31.5% de las células
de SCU. Al respecto, algunos autores han sugerido que estas diferencias en el
tamarno celular, estan relacionadas con el potencial de autorrenovaciéon y estado
de maduracion de estas células, en donde células pequefias y alargadas tienen un
mayor potencial de proliferacion en comparacién con células grandes y extendidas
(Colter et al, 2000; Colter et al 2001; Smith et al, 2004; Lee et al, 2006; Marcov et
al, 2007).

Tomando en cuenta estas referencias y de acuerdo a nuestros resultados,
seria interesante realizar cinéticas de proliferacion de las células pequefias y de
las células con morfologia fibroblastoide y grande, y analizarlas de manera
comparativa. En dicho analisis seria interesante incluir células de ambas fuentes,
ya que algunos autores han publicado que CTMs de SCU presentan un mayor
potencial de proliferacion que las CTMs de MO (Goodwin et al, 2001; Bieback et al,
2004; Kern et al, 2006). Incluso, se ha reportado que la longitud del telomero de las
CTMs de SCU son significativamente mas largos que en CTMs de MO, lo que
podria indicar que CTMs de SCU son mas joévenes o inmaduras (Yu-Jen et al,
2006a).

Respecto a los resultados obtenidos en relaciéon al inmunofenotipo de las
CTMs de MO y SCU, no se detectd la expresion de marcadores hematopoyéticos a
excepcion de CD90 y CD117. Las CTMs de ambas fuentes expresaron antigenos
descritos para CTMs de MO, entre ellos CD13, CD29, CD44, CD49b, CD73, CD90,
CD105 y CD166, (Pittenger et al, 1999; Colter et al, 2000; Minguell et al, 2001;
Dominici et al, 2006). A pesar que CD90, CD73 y CD105, son marcadores
caracteristicos de CTMs de MO propuestos por la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (Dominici et al, 2006), en este trabajo no se observé una expresion
alta y homogénea de CD90 en CTMs de SCU, lo cual esta de acuerdo con lo
reportado en otros estudios (Lee et al 2004; Bieback et al, 2004; Yu-Jen et al,
2006b), debido a ello, no consideramos a este marcador como caracteristico, por
lo menos para CTMs provenientes de SCU. Contrariamente, la expresion de CD13,
CD44 y CD166 fue alta y homogénea en todas las muestras de ambas fuentes,
ademas, resultados similares han sido publicados por otros grupos de

investigacion respecto a la expresion de CD44 (Lee et al, 2004; Bieback et al,
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2004; Tondreau et al, 2005; Kern et al, 2006; Marcov et al, 2007), por lo que se

podria proponer como un marcador caracteristico para CTMs de SCU.

También se observd una mayor expresion de c-kit en algunas muestras de
SCU (hasta 48%), en comparacién con muestras de MO (hasta 19%). Aunque no
se sabe la funcionalidad de CD117 en las CTMs, cabe mencionar que es un
marcador caracteristico de células primitivas, lo que podria apoyar la idea de que
CTMs de SCU son mas inmaduras que aquellas de MO. Diferencias significativas
en la expresion de otros marcadores como CD140 (receptor para PDGF), fueron
observadas en CTMs de MO y SCU (97% y 70% respectivamente), es importante
mencionar que este marcador esta involucrado con la proliferacion celular. Otro
marcador con diferencias significativas en su expresion fue CD54, (marcador
altamente expresado en células endoteliales y pericitos) siendo expresado en un
23% de CTMs de MO y 69% en SCU. A la fecha no se sabe la relevancia biologica
de las diferencias significativas observadas en la expresion de estos dos
marcadores, asi, para analizar estas diferencias, seria interesante cultivar CTMs
de ambas fuentes en presencia de PDGF y analizar de manera comparativa su
potencial de proliferacién. Respecto a la expresion diferencial de CD54, se podria
comparar la capacidad de diferenciacion hacia células endoteliales entre CTMs de
MO y de SCU.

Por otra parte, se determiné la capacidad de diferenciacion de las CTMs
hacia los linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico después de haberlas
cultivado bajo condiciones de induccién hacia cada linaje. Los resultados obtenidos
muestran que las CTMs de MO y de SCU tienen la capacidad de diferenciarse
hacia osteoblastos, ya que se observaron depdésitos de calcio en todos los cultivos
celulares, incluso en ausencia de medio inductor. Al observar bajo el microscopio,
dentro de los cultivos de CTMs de SCU, se observé un mayor porcentaje de
diferenciacion hacia este linaje en comparacion con CTMs de MO, estos resultados
coinciden con algunas publicaciones en donde las CTMs de SCU, presentaron
mayor capacidad de diferenciacién hacia este linaje que aquellas de MO, lo cual
fue comprobado midiendo a través de espectrofotometria la actividad de fosfatasa
alcalina y la tinciéon con Alizarin Red para detectar los depésitos de calcio en los
cultivos diferenciados (Yu-Jen et al, 2006a), sin embargo, nuestros resultados son

cualitativos, por lo que, se tendria que buscar un método para determinar el
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potencial de diferenciacion de las CTMs hacia osteoblastos que nos permita

comparar de manera mas precisa entre células de ambas fuentes.

Respecto a la capacidad de diferenciacion adipogénica, las CTMs de MO
formaron adipocitos con vacuolas lipidicas, las cuales fueron positivas a la tincion
con Rojo Oleoso, sin embargo, las CTMs de SCU no fueron capaces de formar
células con morfologia adipocitica, no obstante, es importante sefialar que se
formaron acumulaciones celulares, las cuales se tifieron de manera positiva con
Rojo Oleoso. De manera similar, algunos grupos de investigacion han publicado
que las CTMs de SCU tienen una reducida o no tienen capacidad de diferenciacion
adipogénica (Bieback et al, 2004; Kern et al, 2006; Yu-Jen et al, 2006a). Otros
grupos han relacionado esta capacidad con caracteristicas inmunofenotipicas de
las células, por ejemplo, en un estudio se encontré6 la presencia de una
subpoblaciéon de CTMs de SCU positivas para CD90 y con capacidad de formar
adipocitos, mientras que CTMs que no expresaban este antigeno carecian de esta
capacidad (Yu-Jen et al, 2006b). Sin embargo, en el presente estudio, las
muestras de CTMs de SCU que expresaron un alto porcentaje de CD90, no fueron
capaces de formar células con morfologia adipocitica, lo cual se contrapone a lo
publicado. Nuestros resultados podrian apoyar la idea que las CTMs de SCU son
mas primitivas que las CTMs de MO, ya que en la MO, el numero de adipocitos
incrementa conforme aumenta la edad del donador, y asi, también la capacidad de
las CTMs de diferenciarse hacia este linaje; ello a diferencia de la capacidad de las
CTMs de SCU, cuya edad ontogénica es menor. No obstante, otros grupos de
investigacion han reportado capacidad de diferenciacion adipogénica en CTMs de
SCU (Goodwin et al, 2001; Tondreau et al, 2005), por lo que aun existe
controversia acerca de este tema. Seria interesante aumentar el tiempo de cultivo
de las CTMs de SCU con el medio de diferenciacion, esperando que las células se
diferencien morfolégicamente hacia adipocitos después de un tiempo mas
prolongado de induccion.

Por otra parte, las CTMs de MO y SCU tuvieron la capacidad de crecer en
micromasa y diferenciarse hacia condrocitos, interesantemente, en las micromasas
de MO se observé mayor formacion de hialocartilago, mientras que en SCU se
observdé mayor formacion de fibrocartilago, este es el primer estudio que muestra

diferencias respecto al tipo de cartilago producido por CTMs de ambas fuentes. La
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diferencia en la produccion del tipo de cartilago puede determinar el uso de CTMs
a partir de una u otra fuente, dependiendo del tipo de cartilago que se requiera en
la aplicacion clinica, ya que el cartilago hialino proporciona flexibilidad y sostén
cubriendo las articulaciones, mientras que el cartilago fibroso proporciona
resistencia y rigidez en los discos intervertebrales y discos articulares (More y
Persaud, 1999).

Las diferencias funcionales entre estas células tales como, una mayor
capacidad de diferenciacion adipogénica de las CTMs de MO y mayor capacidad
de diferenciacion osteogénica de las CTMs de SCU, asi como la diferencia en la
produccion del tipo de cartilago, podria sugerir distintas capacidades funcionales
entre las CTMs de MO y SCU; esto ultimo concuerda con oftros estudios
publicados (Wagner et al, 2005; Kern et al, 2006).

Al evaluar la morfologia de las CTMs de MO y SCU, se observd una
subpoblacion con caracteristicas neurales (células con varias extensiones
citoplasmaticas parecidas a neuritas). Debido a ello, pensamos en la presencia de
una subpoblacion de células con potencial neural en la poblacién total de CTMs.
Respecto a esto, en este estudio se creyd pertinente analizar la capacidad de
diferenciacion hacia células neurales con la expresion de diferentes proteinas
neurales (Nestina, NF, MAP2, NeuN y GFAP) en las CTMs de MO y SCU, en
ausencia y presencia de medio inductor neural. Aunque en un porcentaje bajo, las
CTMs de MO y SCU expresaron proteinas neurales sin haber sido inducidas con el
medio de diferenciacion. Al cultivar las CTMs con medio inductor, el porcentaje de
células que expresaron las proteinas neurales incrementé significativamente,
observando ademas, un cambio en su morfologia al desarrollar extensiones
citoplasmaticas o neuritas. Estudios previos han publicado la expresion de genes y
proteinas neurales por CTMs de MO en ausencia y presencia de inductores
neurales, sin embargo, para las CTMs de SCU unicamente se habia reportado la
expresion de genes y proteinas neurales después de haber sido cultivadas en
presencia de medio inductor (Godwin et al, 2001;Tondreau et al, 2004; Lee et al,
2004; Minguell et al, 2005; Blondheim et al, 2006; Park et al, 2006; Wang et al,
2007). Asi, nuestro estudio confirma estas observaciones respecto a la expresion
de proteinas neurales, aportando ademas, que las CTMs de SCU expresan

proteinas neurales antes de ser estimuladas con medio de induccién neural, y que
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el porcentaje de estas células puede corresponder al porcentaje de células con
caracteristicas neurales que observamos al analizar la morfologia de las CTMs de
MO y de SCU.

Una posible explicacion para estas observaciones, podria ser la presencia
de varias subpoblaciones de CTMs, algunas de ellas comprometidas a un linaje
particular, incluyendo el neural, y algunas otras con capacidad multipotente pero
sin evidente expresibn de proteinas neurales en ausencia de induccion,
expresandolas después de estimular a las células para su diferenciacion, sin
embargo, para analizar su funcionalidad, seria interesante purificarlas e injertarlas
en un modelo in vivo, comprobando posteriormente su diferenciacion hacia algun

tipo de célula neural, esto de manera comparativa entre las CTMs de MO y SCU.
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IX. PERSPECTIVAS

En este estudio se obtuvieron CTMs de MO y SCU, sin embargo, el
porcentaje de obtencién de CTMs en SCU fue mucho menor que en MO, por lo
que seria adecuado aplicar un pre-tratamiento con suero fetal de ternera a las
placas de cultivo para posteriores obtenciones de CTMs a partir de SCU e
incrementar asi el porcentaje de obtencién de CTMs a partir de esta fuente, como

ya se ha publicado en otros estudios (Bieback et al, 2004)

Por otra parte, se encontraron subpoblaciones celulares morfolégicamente
diferentes en los cultivos de CTMs de MO y SCU, basados en estos resultados,
seria interesante clonar células de los diferentes tipos morfolégicos a partir de
ambas fuentes y analizar sus caracteristicas biolégicas por separado, para
encontrar alguna posible relacién entre la morfologia y el potencial biologico de las
CTMs. En los cultivos de CTMs también se encontraron células de tamafio
pequefo con el citoplasma reducido, respecto a esto, en algunos trabajos se ha
publicado que CTMs de tamafio pequefio presentan un alto potencial de
proliferacién (Colter et al, 2000; Colter et al 2001; Smith et al, 2004; Lee et al,
2006; Marcov et al, 2007). Tomando en cuenta estas referencias y de acuerdo a
nuestros resultados, seria interesante realizar cinéticas de proliferaciéon de las
células pequefias y de las células con morfologia fibroblastoide y grande, y
analizarlas de manera comparativa entre ellas. Analizando también el potencial de
proliferacion entre las células a partir de ambas fuentes, ya que en este estudio se
encontré un mayor porcentaje de células pequefias en los cultivos de CTMs de
SCU comparado con MO, y al respecto, algunos autores han publicado que CTMs
de SCU presentan un mayor potencial de proliferacion que las CTMs de MO
(Godwin et al, 2001; Bieback et al, 2004; Kern et al, 2006).

Al analizar la expresion de los antigenos de superficie de las CTMs, se
encontraron diferencias significativas en la expresion de CD140 (receptor de
PDGF; marcador involucrado con la proliferacién celular) y de CD54 (marcador
altamente expresado en células endoteliales). Sin embargo, no se sabe la
relevancia biolégica de las diferencias significativas observadas en la expresion de
estos dos marcadores, asi, para analizar estas diferencias, seria interesante

cultivar CTMs de ambas fuentes en presencia de PDGF y analizar de manera
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comparativa su potencial de proliferacion. Respecto a la expresion diferencial de
CD54, se podria analizar, también de manera comparativa, la capacidad de

diferenciacion hacia células endoteliales entre CTMs de MO y de SCU.

En este estudio también se encontr6 una mayor capacidad de
diferenciacion osteogénica de las CTMs de SCU comparado con MO, lo cual ya
habia sido publicado de manera semicuantitativa por otros grupos (Yu-Jen et al,
2006a), sin embargo, nuestros resultados fueron presentados en porcentaje de
diferenciacion a partir de observaciones bajo el microscopio, por lo que, es
necesario la busqueda de un método que nos permita comparar de manera precisa

el potencial de diferenciacion de las CTMs hacia el linaje osteogénico.

Por otro lado, seria interesante aumentar el tiempo de cultivo de las CTMs
de SCU con el medio de diferenciacién adipogénica, esperando que las células se
diferencien morfolégicamente hacia adipocitos después de un tiempo mas

prolongado de induccion.

En este estudio se encontré la presencia de una subpoblacion celular con la
capacidad de expresar proteinas neurales en ausencia de medio inductor neural
dentro de la poblacién total de CTMs de MO y SCU, asi como un incremento
significativo en el porcentaje de células que expresan estas proteinas neurales
después de ser estimuladas con medio de diferenciacién, sin embargo, para
analizar la capacidad funcional de las CTMs con potencial neural antes y después
de estimularlas con medio inductor, seria interesante purificar dichas
subpoblaciones con base en su morfologia neural o mediante la expresion de
antigenos relacionados con células neurales como el CD133 (Padovan et al,
2003), y posteriormente injertarlas en un modelo in vivo, tal como el modelo de
lesibn medular en rata, en donde se han empleado CTMs de MO para revertir el
dafio medular (Kim et al, 2006; Deng et al, 2006), comprobando de esta forma su
capacidad de diferenciacion hacia algun tipo de célula neural in vivo, esto de
manera comparativa entre las CTMs de MO y SCU.
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X. CONCLUSIONES

Se obtuvieron CTMs de SCU como fuente alternativa a la MO,
contribuyendo asi, a la caracterizacién biolégica de estas células de una manera

comparativa a partir de ambas fuentes.

Las CTMs de SCU presentaron un menor porcentaje de obtencion y se

encontraron en menor frecuencia que en MO.

Se encontr6 la presencia de subpoblaciones celulares morfolégicamente

diferentes dentro de la poblacién total de CTMs a partir de ambas fuentes.

La expresion de CD90 en CTMs de SCU no fue alta y homogénea, contrario
a esto, los antigenos CD13 y CD44 presentaron una alta y homogénea expresion
en CTMs de ambas fuentes, por lo que, proponemos a estos dos marcadores

como caracteristicos de CTMs, al menos para SCU, y no asi CD90.

CTMs de SCU presentaron algunas diferencias en la capacidad de
diferenciacion respecto a aquellas de MO, como una mayor capacidad de
formacion de osteoblastos, la capacidad disminuida o nula de diferenciacion hacia
células con morfologia adipocitica y una mayor formacion de cartilago fibroso al

diferenciarse hacia condroblastos.

Las CTMs de SCU y MO fueron capaces de expresar proteinas neurales en
ausencia y presencia de medio inductor neural, lo que sugiere la existencia de una

subpoblacion con potencial neural antes de ser inducidas hacia este linaje.

Por todo lo anterior, podemos considerar que SCU puede ser una
adecuada fuente alternativa a MO de CTMs, a pesar de haber encontrado algunas
diferencias biolégicas entre las células de ambas fuentes, dado que incluso ello,
permitiria escoger la fuente que mas convenga a un determinado tipo de terapia

celular.
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LISTA DE ABREVIATURAS

BMP-4:
CPH:
CTH:
EGF:
EGFr:
FGF:
Fit-3:
G-CSF:
GFAP

GM-CSF:

GvHD:
HER-1:
HGF:
ICAM-1:
ICAM-2:
IL:

IFNa:
ISCT:
LFA-3:
LIF:
MAP2
MO:
NeuN
NF:
OSM:
PDGF-:
PDGFr:
SCF:
SDF-1:
TGF:

VCAM-1:

proteina morfogénica de hueso

célula progenitora hematopoyética

célula troncal hematopoyética

factor de crecimiento epidermal

receptor de factor de crecimiento epidermal
factor de crecimiento de fibroblastos

receptor tirosina cinasa parecido a c-fms
factor estimulador de colonias de granulocitos
proteina acida glial fibrilar

factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos
enfermedad de injerto contra huésped

factor de heparina uno

factor de crecimiento de hepatocitos
molécula intercelular de adhesion uno
molécula intercelular de adhesion dos
interleucina

interferén alfa

sociedad internacional de terapia celular
antigeno asociado a la funcion leucocitaria
factor inhibidor de leucemia

proteina 2 asociada a microtubulos

médula ésea

proteina de nucleo neuronal
neurofilamento-200

oncostantina m

factor de crecimiento derivado de plaquetas
receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
factor de célula troncal, ligando de c-kit
factor derivado del estroma uno

factor de crecimiento transformante beta

molécula de adhesion celular vascular
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