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Resumen

Segun la Organizacién Mundial de la Salud la osteoartritis (OA) es un problema de salud
publica que podria llegar a ser la cuarta causa global de discapacidad para 2020. La
incidencia de OA secundaria ha aumentado por lesiones intraarticulares por practica
deportiva asi como por fracturas y traumatismos articulares en poblacion de adultos
jévenes. Aproximadamente 50% de estos pacientes desarrollan OA en un lapso de 5 a 15
afios después de la lesion y no existen tratamientos farmacolégicos que modifiquen el
curso de la enfermedad. El manejo de la OA estd encaminado a disminuir la inflamacién y
dolor, mejorar la funcién articular, llegando al reemplazo articular protésico y hasta la
artrodesis, por lo que resulta de suma importancia generar nuevas estrategias de
tratamiento de OA en modelos animales que de forma segura puedan ser transferidas al
tratamiento en humanos. El propdsito del presente estudio fue diferenciar a condrocitos
células troncales mesenquimales (CTM) de médula 6sea (MO) y movilizadas a sangre
periférica (CTM-SPM) de borrego cultivadas in vitro y estimuladas con medio
condicionado (MC, medio de cultivo de condrocitos primarios). Metodologia: A partir de
borregas de la raza Suffolk de 1 a 2 afios de edad se obtuvieron 20 mL de médula ésea,
y después de dos meses, mediante la aplicacién de una dosis diaria de 10ug del factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) por kilogramo peso corporal. Se indujo la
movilizacién de las CTM a sangre periférica de donde se obtuvieron 20 mL de sangre
periférica movilizad (SPM) por puncién en la vena yugular. Tanto para las muestras de
MO con las de SPM se asilaron primero las células mononucleares mediante un gradiente
con Ficoll, para después, usando perlas superparamagnéticas recubiertas con el
anticuerpo anti-C90 se aislaron las células CTM-CD90+ de MO (MO CTM-CD90+) y de
SPM (SPM CTM-CD90+). Las MO, CTM-CD90+ se expandieron en cultivo primario en
medio DMEM suplementado con 10% de suero de borrego adulto (SBA), por otra parte, el

medio de cultivo fue suplementado con 20% de suero fetal bovino “defnifdo” (DSFB) para
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la expansién en cultivo primario de las SPM CTM-CD90+. Se estableci6 el inmunofenotipo
por citometria de flujo de las células en primer pase y se procedié a establecer las
condiciones Optimas para la diferenciacion de las células previamente aisladas a
condrocito en cultivo en dos dimensiones y en cultivo en un andamio biocompatible.
Finalmente se establecié por RT-PCR en punto final la expresién de genes caracteristicos
del cartilago articular del borrego. Resultados: de los 20 mL de muestra se obtuvieron
8x10° MO CTM-CD90+ y 6x10° SPM CTM-CD90+, después de la expansion en cultivo
primario. Se obtuvo para MO/SPM respectivamente: CD73+:18.4/45.1%, CD90+:
62.5/84.3% y CD105+: 34.3/68.2%. La condicion 6ptima para la diferenciacién en cultivo
en monocapa de las MO CTM-CD90+ después de la induccion por 7 dias en MC seguido
de co-cultivo paracrino con condrocitos primarios + TGF-B1 por 14 dias, y para las SPM
CTM-CD90+ fue: induccion por 7 dias con MC seguido del cultivo adicionado con BMP-7
por 14 dias. Cuando las SPM CTM-CD90+ fueron cultivadas en el andamio biocompatible
la mejor condicién para la diferenciacion a condrocito fue: cultivo por 14 dias en medio
DMEM, adicionado con SBA al 10% + BMP-7. Todas las células diferenciadas a
condrocito mostraron un patron de expresion de genes similar al de los condrocitos
primarios aislados del cartilago articular en los condilos femorales del borrego (COL 1y II,
COL X, SOX9, AGR, COMP, OCN y OPN) y no se observé la expresion del gen RUNX2,
sugiriendo un fenotipo de condrocito hipertréfico. Conclusiones: Es factible establecer un
modelo preclinico de diferenciaciéon a condrocito de MO CTM-CD90+ y SPM CTM-CD90+

en borrego con fenotipo hipertroéfico.




Abstract

According to the World Health Organization osteoarthritis (OA) is a public health problem
that could become the fourth global cause of disability by 2020. The incidence of
secondary has increased by intraarticular sports injuries and fractures and joint injuries in
young adult population. Approximately 50% of these patients develop OA in a span of 5 to
15 years after injury and there are no drug therapies that modify the course of the disease.
The management of OA is aimed at reducing inflammation and pain; improve joint
function, reaching joint replacement prosthetic and even arthrodesis, so it is important to
generate new strategies for treatment of OA in animal models that safely they can be
transferred to the treatment in humans. The purpose of this study was to differentiate to
chondrocytes mesenchymal stem cells (MSCs) from bone marrow (BM) and mobilized
peripheral blood (CTM-SPM) grown sheep in vitro and stimulated with conditioned medium
(CM, culture medium of primary chondrocytes ). Methodology: From Suffolk breed sheep
1 to 2 years old were obtained 20 mL of bone marrow, and after two months, by applying a
daily dose of 10ug of granulocyte colony-stimulating factor (G- CSF) to kilogram body
weight. The mobilized CTM were obtained in 20 mL of peripheral blood by jugular vein
puncture. For both samples the SPM and MO, the mononuclear cells were first isolated by
Ficoll gradient, for later, using superparamagnetic beads coated with anti-C90 antibody-
CD90 MSCs MO + cells (CD90 + CTM-MO) and SPM (SPM-CD90 + CTM) they were
isolated. The MO, CTM-CD90 + was expanded in primary culture in DMEM medium
supplemented with 10% serum of adult sheep (SBA), moreover, The culture medium was
supplemented with 20% fetal bovine serum "defined" (DSFB) for expansion in primary
culture of CD90 + SPM-CTM. immunophenotype was established by flow cytometry of
cells in first pass and proceeded to establish the optimal conditions for differentiation of

cells to chondrocytes in culture in two dimensions and cultured in a biocompatible scaffold.




Finally the expression of genes characteristic of articular cartilage in sheep was
established by RT-PCR endpoint. Results: From the 20 mL sample respectively were
obtained 8x10° + 6x10° MO CTM-CD90+ and 8x10° + 6x10° SPM CTM-CD90+, after
expansion in primary culture. Was obtained for MO / SPM respectively: CD73 +:
18.4/45.1%, CD90+: 62.5/84.3% and CD105 +: 34.3/68.2%. The optimum condition for
differentiation in monolayer culture of MO CTM-CD90+ after induction for 7 days followed
by CM paracrine coculture with primary chondrocytes TGF-B1 + for 14 days, and for SPM
CTM-CD90+ was: induction by 7 days followed by CM supplemented with BMP-7 for 14
days culture. When SPM CTM-CD90+ were grown on the biocompatible scaffold the best
condition for chondrocyte differentiation was: | culture for 14 days in DMEM, supplemented
with 10% SBA + BMP-7. All differentiated cells to chondrocyte showed an expression of
gens similar to that of primary chondrocytes isolated from articular cartilage in the femoral
condyles in sheep (COL | and Il, COL X, SOX9, AGR, COMP, OCN and OPN) and not
RUNX2 gene expression was observed, suggesting hypertrophic chondrocyte phenotype.
Conclusion: It is feasible to establish a preclinical model of chondrocyte differentiation

from MO CTM-CD90+ and SPM CTM-CD90 + in sheep with hypertrophic phenotype.
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Abreviaturas

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico

AGR

Células CTM-CD90+ aisladas de MO

Células troncales hematopoyéticas
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[. Introduccién

Los condrocitos del cartilago articular son células mesenquimales especializadas que se
encuentran Unicamente en el cartilago, por lo que, cuando se pretende reparar este tipo
de tejido la fuente més obvia, es a través de la células diferenciadas y especializadas o en
aquellas que dan origen al linaje condral.® Sin embargo, el ndmero de condrocitos
obtenidos en biopsias es escaso, por lo que se requiere expandirlos en cultivo. Para
solventar esta problematica, a través de la medicina regenerativa, los condrocitos son
aislados de biopsias pequefias de cartilago de zonas de no carga de la articulacion, para
posteriormente expandirlas in vitro y prepararlas para su implante dentro de la zona de la

lesion.?

La principal limitante del cultivo de condrocitos en monocapa es que a través de multiples
repleciones, cambia el patron de sintesis de proteinas y la morfologia celular, este
fendbmeno es descrito en la literatura como desdiferenciacion,® caracterizada por la
pérdida de la expresion de colagena del tipo Il a 1 y el inicio de la expresion de colagena
del tipo | a 2 y el cese de la producciéon de agrecano, que van a desencadenar en el

cambio de la las caracteristicas mecanicas del cartilago in vivo.>*®

Por lo que en la actualidad existe la necesidad de encontrar una fuente de células
troncales, que ofrezcan alta plasticidad permitan la expansion del numero suficiente de
células que puedan ser diferenciadas a condrocito para la reparacién de zonas extensas
de tejido que presenten dafio, asi como de obtener una fuente de células troncales poco

invasiva para los pacientes.

En la primera etapa de este trabajo a partir de biopsias de médula 6sea exploramos la
capacidad de diferenciacion a condrocitos de una poblacion de células troncales
mesenguimales CD90+ (CTM-CD90+), que se ha descrito poseen una alta capacidad de

diferenciacién a condrocito.®
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En la segunda etapa del trabajo se decidido abordar una opcion para hacer mas eficiente
la obtencion de CTM-CD90+, a través de células troncales multipotentes movilizadas de
medula ésea hacia sangre periférica por medio del tratamiento con el factor estimulante

de colonias de granulocitos (G-CSF),"®

este factor fue purificado y molecularmente
clonado entre 1984 y 1986, los primeros estudios clinicos con el G-CSF iniciaron en 1986,
en 1991 fue aprobado en los Estados Unidos de Norte América en pacientes con cancer
que estuvieran recibiendo quimioterapia y para la movilizacion de células troncales
multipotentes a sangre periférica movilizada de donde por su facil obtencion pueden ser
empleadas en trasplantes.’ En estudios de seguimiento de hasta 5 afios en donadores
sanos que han recibido hasta 5 dosis del G-CSF, los efectos adversos que se han

reportado se han limitado a dolor musculoesqueletico sin que se observen ninguna

evidencia de anormalidades en la medula 6sea.*®

El mecanismo de accion descrito para el efecto de movilizar las células troncales
mesenguimales (CTM) a sangre periférica del G-CFS, se basa en la modulacién negativa
de la molécula de superficie de adhesion vascular 1 (VCAM-1) en las células troncales
localizadas en el nicho la medula 6sea,'! favoreciendo su liberacién del nicho y que estas
migren por espacio intramedular hacia la circulacion periférica.** Se han identificado dos
poblaciones de células troncales en la sangre periférica movilizada (SPM), células
troncales hematopoyéticas,”® y CTM.* Las células troncales hematopoyéticas se han
caracterizado por medio de los marcadores de superficie CD133+CD45+CD34+CD38-
1518 Mientras que las CTM de la médula 6sea se han caracterizado con los marcadores
de superficie CD105+, CD90+, CD73+, CD31-, CD34-, y CD45-'"'® Para el caso
particular de las CTM se ha demostrado su plasticidad al ser diferenciadas en adipocitos,

condrocitos y osteoblastos.****?°




Nuestro grupo de trabajo en el Instituto Nacional de Rehabilitacién Luis Guillermo Ibarra
Ibarra (INR LGII), trabajo en la busqueda una fuente de células troncales multipotentes
con la capacidad de diferenciacion a condrocitos para la reparacion de las lesiones en el
cartilago articular causadas por la osteoartritis®* que son una fuente de una importante

causa de discapacidad en México.?

Por lo que antes de implementar un nuevo tratamiento en humanos buscamos en el
presente estudio establecer las condiciones para la movilizacion, expansion in vitro y
diferenciacion a cartilago de células troncales multipotentes movilizadas de la médula
Osea a sangre periférica en un modelo animal en borrego. Que permita montar las bases
para extrapolar la tecnologia que se generé como una nueva estrategia terapéutica para

la reparacion de las lesiones del cartilago causadas por la OA en humanos.
1.1 Revision de laliteratura
1.2 Caracteristicas del cartilago articular

La integridad del cartilago es esencial para la adecuada funcion articular. Con frecuencia
resulta lesionado por traumatismos o por condiciones de degeneracion que pueden
ocasionar OA; esto es particularmente frecuente en articulaciones sometidas a carga
tanto en animales cuadripedos como en humanos. La unidad funcional de cartilago
articular son los “condrocitos” los cuales s6lo son cerca del 2% del total del cartilago.
Ademas esta compuesto por una matriz extracelular (MEC) compuesta de agua en un

75%, fibras de colagena en un 15% y proteoglicanos en un 10%.%

La habilidad de la matriz extracelular para almacenar agua es debida a la carga negativa
de los proteoglicanos con lo cual atraen cationes de sodio (Na+) y por ende, moléculas de
agua, hidratando la matriz del cartilago,”® ademés de que producen colagena tipo Il que

presenta una estructura de triple hélice y le confiere una gran capacidad de flexion y
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extension, sin embargo también se encuentran fibras de colagena tipo VI, IX, Xl, Xl y
XIV,?* se detectado la expresion de colagena tipo | hasta 21 dias de mantener en cultivo

primario a condrocitos humanos.”

Estructuralmente presenta diferentes arreglos. A nivel microscépico se divide en tres
zonas no mineralizadas y una mineralizada. La zona superficial donde hay una capa
acelular la cual presenta gran contenido de proteoglicanos, por debajo de ésta hay otra
capa con una alta densidad de condrocitos que son relativamente pequefios y alargados,
donde casi no hay proteoglicanos y las fibras de se encuentran posicionadas de manera
paralela lo que impide el paso de grandes moléculas y células inflamatorias hacia los
condrocitos. La zona de transicion se caracteriza por presentar células alargadas y
redondas, las fibras no presentan un arreglo especial y el contenido de
glicosaminoglicanos es alto. En la zona profunda, las células son mas largas, las fibras de
colagena se arreglan de manera perpendicular y el contenido de agua es bajo. La zona
calcificada, que es la Ultima que compone al cartilago articular y es la que separa al

cartilago del hueso subcondral.?®**

1.3 Generalidades de las células troncales

Las células troncales son células indiferenciadas con capacidad de proliferaciéon y auto-
renovacion. Por estas caracteristicas, las células troncales son una excelente herramienta
con gran potencial en la medida regenerativa. Las células troncales en diferentes etapas
del desarrollo parecen tener diferentes capacidades de auto-renovacion y diferenciacion.
A grandes rasgos existen dos tipos de células troncales: las células troncales
embrionarias y las células troncales presentes en el tejido especifico o somatico en
individuos adultos. Ademas, las células troncales se pueden clasificar de acuerdo con su

plasticidad que se refiere a la capacidad de dicha célula de diferenciarse a diversas
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estirpes celulares. Se clasifican de la siguiente manera: totipotenciales, pluripotenciales,

multipotentes y en algunos textos se han definido como unipotenciales.*®

Las células troncales totipotenciales son aquellas que son obtenidas en la etapa de pre-
blastocisto en el desarrollo embrionario; son células indiferenciadas que pueden formar
tanto las células que daran origen a un embriébn como a las células que conforman al
trofoblasto. Después de la tercera division celular durante el desarrollo embrionario, las
células comienzan a diferenciarse. La masa de células internas que forman el blastocito

son células pluripotentes.®

Las células pluripotentes son células que provienen del blastocisto, una etapa de pre-
implantacion durante el desarrollo embrionario. El blastocisto consiste en su interior en
una masa de células internas, compuestas de 30 a 34 células, las cuales son
pluripotentes. Tres factores de transcripcidbn son conocidos por ser criticos para el
mantenimiento de la pluripotencia, Oct-4, Nanog y Sox-2. Una de las limitaciones de estas
células es que no pueden ser utilizadas en su estado indiferenciado directamente en los
trasplantes celulares, ya que pueden producir teratomas. Otro problema es que su uso ha

sido objeto de controversias bioéticas al provenir de embriones de humano.

Con la obtencién en el laboratorio de las células troncales pluripotentes inducidas que son
células soméaticas como fibroblastos reprogramadas mediante la induccién de genes que
contribuyen a la proliferacion y mantenimiento de la pluripotencia (Oct4, Sox2, c-Myc y
KIf4). Estas células presentan un comportamiento similar a las células pluripotentes. Una
de las limitantes de estas células es que al ser reprogramadas pueden llegar a producir

teratomas al ser implantadas en animales de experimentacion en el laboratorio.?”

Las células troncales presentes en tejidos especificos en individuos adultos encuentran

mas restringidas en cuanto a su diferenciaciéon hacia otras estirpes, por lo que se les
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denomina multipotentes;*® sin embargo, se ha reportado en la literatura que algunos tipos
de células troncales adultas presentan factores criticos del mantenimiento de la
pluripotencia como Oct3/4 y Sox2, por lo que se les puede denominar como
pluripotentes.?® Por otra parte las células unipotentes, a pesar de que son denominadas
células troncales, no se les deberia llamar asi, ya que s6lo cumplen con la condicién de
ser auto-renovables y, por lo tanto, no cumplen con de las criterios minimos para

considerarse como células troncales.?®
1.4 Las células troncales mesenquimales

En el siglo XIX, Tavasssoli y Crosby,?* demostraron el potencial osteogénico de la medula
6sea (MO). Cohnheim,* fue el primero que sugiri6 la presencia de las células no
hematopoyéticas en la MO. Sin embargo, no fue hasta hace escasos 50 afios que
Friedenstein y cols,? lograron identificar dos tipos de células troncales en la MO.** Una de
ellas y mas abundante las denominaron células troncales hematopoyéticas y a la segunda
poblacion células troncales de la MO estromales, ya que se describieron como una unidad
formadora de colonias fibroblasticas.®* Después, demostraron que dichas células eran
capaces de generar células de hueso,* cartilago,* grasa y tejido conectivo fibroso.*>*® En

1991, Caplan denomina a estas células como células tréncales mesenquimales (CTM).*

Las CTM no solo se encuentran en la MO también se han identificado en tejido adiposo,®’
sangre de cordén umbilical, sangre periférica movilizada,** liquido amniético,®® pulpa
dentaria,®® tendones,”® vellosidades cori6nicas,” membrana sinovia,"> y musculo

esquelético,* entre otros. Las principales caracteristicas de las CTM son las siguientes:**

1) Potencial de diferenciacion a multilinaje en condiciones in vitro a diversos linajes

celulares (hueso, cartilago, grasa, ect.
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2) Disponibilidad en mdltiples tejidos (MO, corddn umbilical, sangre periférica
movilizada, placenta, tejido adiposo, etc.)

3) No causan reaccién inmunoldgica. *°

Fenotipicamente, las CTM expresan una serie de marcadores de superficie no especificos
(CD73, CD90 y CD105), que nos permiten diferenciar este tipo celular de otros tipos
celulares por medio de citometria de flujo. Las CTM no expresan marcadores de
superficie hematopoyéticos como: CD45, CD34, CD14 o CD11. Tampoco expresan
moléculas co-estimulantes como: CD80, CD86 o CD40. Se ha reportado que pueden
existir diferencias minimas en la expresion de ciertos marcadores entre las CTM humanas

y otra especie animal.*®

Una de las propiedades de las CTM es la inmunosupresion, a pesar de que las moléculas
del sistema mayor de histocompatibilidad humana (MHC-1) activan las células T, en
ausencia de moléculas co-estimulantes, no se genera una respuesta secundaria y, por
ende, las células T se encuentran anérgicas.”” También se ha demostrado que las CTM
tienen propiedades inmunomoduladores que intervienen en la maduracion y funcién de las
células dendriticas. También se ha descrito que las CTM inhiben in vitro la proliferacion de

células B, la diferenciacién y quimiotaxis de las células inmunocompetentes.*®

1.5 Movilizacion de las células troncales mesenquimales de médula ésea a sangre

periférica.

Para el aislamiento de las CTM del organismo, la técnica mas empleada hasta ahora es la
puncion de la MO, la cual se ha descrito como traumética para los pacientes y necesitan
de estudios de logistica para el manejo de los pacientes y de las muestras ya que implica
una intervencion quirargica con todos los riesgos que implica. De tal forma que el

perfeccionamiento de la técnica de obtencién de las CTM a partir de la MO representaria




un avance en el bienestar de los pacientes.* Una de las estrategias que se han planteado
para optimizar la obtencién de CTM ha sido el empleo del G-CSF,* para la movilizacién

de las CTM de MO a la sangre periférica.

El G-CSF es inducido por las células hematopoyéticas de forma natural cuando son
expuestas a proteinas de paredes bacterianas, endotoxinas y citosinas inflamatorias. Este
se puede encontrar de forma enddgena producido por monocitos, macréfagos, células
endoteliales, fibroblastos y células del estroma de la MO. Administrado de forma exdgena,
ya sea por via intravenosa o subcutanea, su distribuciébn es principalmente a MO,
glandulas suprarrenales, rifiones e higado.>* Es un inmunomodulador que induce la
proliferacién y diferenciacion de la células progenitoras de granulocitos, favoreciendo
principalmente la produccién de neutréfilos y acortando el tiempo que requieren los

neutréfilos para madurar.>

El uso del G-CSF se ha descrito en pequefias especies para disminuir la duracion de la
neutropenia por infecciones de origen viral principalmente, asi como, para la movilizacion
de células troncales hematopoyéticas y CTM,*® siendo administrado por via intravenosa o
subcutéanea.>**® En grandes especies de ha descrito su uso en el tratamiento y profilaxis
de neutropenia causada por septicemia, endotoxemia e hipoplasia linfoide inducida por

farmacos.
1.6 Diferenciacion de las células troncales mesenquimales a condrocito.

La diferenciacion de las CTM hacia condrocito puede logarse in vitro modificando las
condiciones de los cultivos mediante el uso de factores de crecimiento durante su
proliferacion. Las mejores sefiales para inducir la condrogénesis son miembros de la
familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF- ) incluyendo B1, 2 y 3 junto

con la activacion del factor transcripcional SOX9.°
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El SOX9 regula la expresion de la Col2al que es el principal componente de la matriz
extracelular de los condrocitos articulares.”” Cuando el TGF-B activa a TBR-I mediante la
formacion de un complejo ligando-receptor con el receptor de tipo Il, SMAD2/3 son
fosforilados por el TBR-I activado, para luego ser transportado al nacleo y de esta forma
modulan la asociacién entre SOX9 y p300. SOX9 especificamente se une al intron 1 del

gen de Col2al y regula su transcripcion,®® (ver figura 1).

TGF-B
i Mo
Smad2/3
Citoplasma S | Ll
- ~ ~
4 - - ~
7’
V4 » N
, -
V 4 ” \\
Nucleo .

Activacién transcripcional

COL2A1 r#*w=w| Exon1 p{ SOX9-Sitio de union | Exan2 P@@n

Promotor Potenciador

Figura 1. Representacién esquematica. Presentacion de eventos moleculares durante la
condrogénesis primaria. TGF-B activa a TBR-I mediante la formacion de un complejo
ligando-receptor con el receptor de tipo Il, SMAD2/3 son fosforilados por TBR-I activado,
para luego ser transportado en el nucleo y de esta forma modulan la asociacién entre
SOX9 y p300. SOX9 especificamente se une al intron 1 del gen de Col2al y regula su

transcripcion, (imagen modificada de lo publicado por Furumatsu y cols).*®




Se ha descrito que los miembros de la familia del TGF-B también estimulan la via de
MAPK durante la condrogénesis.”® Asi MAPK estimula la expresién de Col2al y SOX9 y
estas dos vias son importantes para la expresion del gen de agrecano el mayor
proteoglicano en el cartilago.®® En modelos animales ha descrito la diferenciacion de CTM
que fueron movilizadas a sangre periférica y posteriormente diferenciadas a condrocitos in

vitro, en pequefias especie como el conejo.**

Uno de los mecanismos de estimulacion que se ha descrito para activar la condrogénesis
es la presencia de proteinas SMAD, SMAD2 y SMAD3. Los cuales al ser fosforilado por el
receptor de TGF-B1, forman un complejo heteromérico asociandose con SMAD4. Este
complejo se transloca al nucleo y regula la expresién de genes blanco a través de la union
directa a elementos de union de SMAD a secuencias de ADN. La actividad de unién al
ADN es dependiente de dominios de homologia Mad hairpin 1 (MH1) de SMADS3 y
SMAD4. No obstante el MH2 de SMAD3 ha sido reportada que se asocia con varios
factores de transcripcion tales como Runx2 y MyoD actuando como factores de

transcripcion criticos para miogénesis.>®
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[l. Justificacion

Las lesiones del cartilago articular contindan siendo un reto para la medicina moderna, ya
que en el adulto el cartilago tiene escasa capacidad de reparacibn espontanea y
predisponen a la aparicién temprana de OA. Esta patologia afecta tanto a animales como
a humanos. Es una patologia que causa dolor crénico y puede llegar a provocar
incapacidad funcional.®* En Estados Unidos se reporta que cerca de 46.4 millones de
personas padecen OA.**®> En América del Norte se espera que el nimero de los
pacientes con OA pase de 2.9 millones (1991) a 6.5 millones para el afio 2030.%® Por esta
razén, es importante generar estrategias que permitan la reparacién de las lesiones del
cartilago y evitar el progreso de la enfermedad articular. El implante de condrocitos es una
de las estrategias que actualmente se emplean para la reparacion del cartilago articular,
obtenido de biopsias de cartilago no dafiado. Sin embargo este método se encuentra
limitado por el tamafio de la lesion que puede reparar que obliga al uso de abundantes
condrocitos cuya expansion lleva a su desdiferenciacién. Por ello es que en el presente
trabajo proponemos definir las condiciones Optimas de aislamiento y cultivo de células
troncales de MO asi como aquellas movilizadas a sangre periférica, dirigirlas hacia un
fenotipo condral, las cuales al ser cultivadas en un andamio adecuado que conduzca a la
reparacion del defecto condral, para luego sembrarlas sobre un andamio adecuado en el
sitio de la lesion para la reparacién del defecto condral. Produciendo tejido de nueva
formacion con una composicién bioquimica y un comportamiento biolégico similar al

cartilago articular nativo.
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lll. Hipotesis

Las CTM de borrego obtenidas de MO y SPM pueden ser diferenciadas a un fenotipo
condral manteniendo caracteristicas morfoldégicas y moleculares propias de condrocitos

de cartilago articular en cultivo en dos dimensiones o un andamio biocompatible.

IV. Objetivo General

Aislar células troncales multipotentes obtenidas de MO y SPM de borregos, cultivarlas y
diferenciarlas in vitro a un fenotipo condral bajo diferentes condiciones cultivo en pozos en
monocapa Yy adherirse a un andamio biodegradable comercial, corroborando su

morfologia celular y expresién génica al termino del proceso de diferenciacion.

4.1 Objetivos Particulares

Demostrar que las CTM-CD90+ de MO, y las CTM-CD90+ de SPM de borrego, pueden
ser inducidas a condorcitos en medio de cultivo condicionado de condrocitos articulares

primarios de borrego.

Establecer si las SPM CTM-CD90+ presentan caracteristicas morfolégicas y de expresion
génica similares a condrocitos articulares de borrego cuando son sembradas y

diferenciadas en un andamio biocompatible (Biosponge).
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V. Material y métodos

5.1 Disefio del estudio

Estudio Experimental en el que se emplearon 3 borregas, sanas de la raza Suffolk,
machos de entre 1 y 2 afios de edad de aproximadamente 67 a 80 kg de peso (figura 2).
Los animales fueron adquiridos del rancho los Manueles en el estado de Querétaro de
donde fueron transportados a las instancies del bioterio del INR LGIl. Su manejo y
mantenimiento se realizé con estricto apego a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
1999) para el uso de animales de laboratorio, ademas que el proyecto fue aprobado el

comité de investigacion del INR GLII, con el nimero 17/13.

Figura 2. Fotografia de los tres borregas después de la cuarentena (20 dias), en las

instalaciones del boterito del INR LGII.

A la par de la compra de las borregas se adquirieron las articulaciones de borregos
cadavericos para la obtencion de condrocitos primarios los cuales fueron crio-preservados
para luego ser usados en los co-cultivos paracrinos y para la obtencién de medio

condicionado.
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De cada borrega se obtuvo MO y después de un mes se realizd la intencion de SPM
mediante la aplicacién de una dosis diaria de filgrastim 10ug/kg administrado tres dias,
para después mediante la un gradiente con Ficoll aislar las células mononucleares y con
perlas magnéticas recubiertas con el anticuerpo monoclonal anti-CD90 al hacerlas pasar
por una columna de separacion LS, se obtuvo la poblacion de células de MO y SPM
C90+, se realz6 la caracterizacién del inmunofenotipo por citometria de flujo, asi como su
expansion in vitro para su posterior crio-preservacion, para su posterior uso en los

ensayos de diferenciacion.

Primero se inicié con los experimentos de diferenciacién de las células CD90+ aisladas de
la MO, en donde las células fueron inducidas al cultivarse 7 dias con medio condicionado
para ser cultivados por 14 dias con co-cultivo paracrino con condrocitos primarios de
cartilago articular, con o sin TGF-B1 y medio condicionado y de esta forma encontrar la

mejor condicion de diferenciacion de las células a condrocito.

Las células CD90+ aisladas de SPM primero se intentdé replicar las condiciones
experimentales de la MO al probar células expandidas con suero de borrego adulto y
después se replicod el experimento de diferenciacion con las células CD90+ aisladas de
SPM expandias con suero fetal definido con o sin TGF-f1 y medio condicionado,
después se probd con estas mismas células BMP-7, dexametasona y el suplementd
compuesto por transferrina, insulina y selenio; para de esta forma establecer la mejor
condicion experimental para la diferenciacion de las CD90+ aisladas de SPM que fueron

expandidas con suero fetal bobino definido.

Se probaron tres andamios para el cultivo en tres dimensiones de las células CD90+

aisladas de SPM:

—
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a) BioSponge (Biograft, cat.16100515), andamio comercial de hueso trabecular
desmineralizado humano.

b) Polimero (1), disefiado y caracterizado por la M en C. Adriana Hernandez Rangel
en el INR LGllI, constituido por 3% de alginato y 0.1% de fosfato beta tricélcico (B-
TCP).

c) Polimero (2), disefiado y caracterizado por la M en C. Adriana Herndndez Rangel

en el INR LGlI, constituido por 3% de alginato y 1% de B-TCP y 0.3% de glucosa.

Se procedi6 a realizar la diferenciacion de las células CD90+ aisladas de SPM, en el
andamio BioSponge sin previa sin induccion con medio condicionado al cultivarse
directamente con TGF-B1 o BMP-7, para establecer la mejor condicion de cultivo para de
diferencian a condrocito de las CD90+ aisladas de SPM en un andamio bioabsorbible en

tres dimensiones.
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5.2 Mantenimiento de las borregas a su ingreso al bioterio del INR LGII

A su llegada al bioterio del INR GLII fueron puestas en cuarentena (20 dias). Durante este
periodo el personal del bioterio monitorio su ingesta de alimento, agua y signos vitales.
Las borregas se estabularon en una seccion especialmente modificada para su estancia
en las instalaciones del bioterio a una temperatura ambiente entre 20 y 25 °C, con ciclos
de luz/oscuridad de 12 h y fueron alimentadas ad libitum con una dieta a base de: 60%
maiz, 10% de soya, 6% de melaza, 2.5% de base de engorda, 21.5% de alfalfa. El heno
de avena y la alfalfa llegaron al bioterio en pacas para después ser triturados para su

consumo. La base de engorda sera en granulado de la marca rural Cow en bolsas de 25

kg.

5.3 Obtencion de condrocitos primarios a partir de borregos cadavéricos

Antes de iniciar con los procesos experimentales con las borregas, se procedié a la
obtencion de condrocitos articulares primarios a partir de borregos cadavéricos con el
proposito de generar un banco de condrocitos criopreservados para Su uso en

experimentos de co-cultivo paracrino y generacion de medio condicionado.

Condiciones experimentales:

a) Las muestras se recolectaron en el rastro municipal de Tlalnepantla en el estado
de México, ubicado en Avenida Rio Lerma 6, San Javier, 54030 Tlalnepantla,
EDO. MEX. Se recolectaron de 3 piernas de borrego, que fueron sacrificados a
partir de las 5 AM y las piezas después de ser procesadas fueron puestas a
disposicion para su recoleccion aproximadamente a las 9 AM, las que se
mantuvieron en refrigeracion, sin piel hasta el momento en que nos fueron

entregadas.
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b)

d)

En un recipiente de plastico del tipo “pet” de 50 cm de largo por 40 de ancho 45 de
alto se transportaron las piezas en hielo para mantener las piezas frias hasta el
momento de su procesamiento en las instalaciones del INR GLII. Cada pieza pesé
de 3.5 kg y para evitar el riesgo de contaminacion se mantuvieron completas hasta
su abordaje en el quir6fano del bioterio del INR GLII.

Una vez en las instalaciones del bioterio del INR GLII, en el quiréfano empleando
guanteas estrieles, bata quirargica estéril, cubre bocas y gorro, sobre un campo
estéril y con las ayuda de dos campos estériles en rollados se colocaron la piernas
de forma articulada en un angulo de aproximadamente 35 grados. Se procedi6 a
lavar la zona de la articulacion de la rodilla exhaustivamente con una solucion
jabonosa de yodo y se removio el exceso del antiséptico con una gasa estéril.
Enseguida se colocaron los campos estériles dejando expuesta la zona de interés.
Debido a que la capsula de la articulacién en ovinos se encuentra muy expuesta,
el abordaje fue de forma directa con una navaja de bisturi del niumero 20,
realizando un corte sagital gusto debajo de la patela, procurando cortar los
ligamentos patelo-lateral, patelo-intermedio y patelo medial, hasta dejar expuestos
los condilos femorales.

Con una navaja de bisturi del numero 20 se procedié a rasurar la superficie del
condilo obteniendo algo parecido a obleas de cartilago que se colectaron en tubos
estériles de polipropileno de 50 mL, de fondo cénico, con 10 mL de medio,
DMEM/F12 suplementado con 10 % de antibiético-antimicético.

Las muestras se transportaron a la Unidad de Ingenieria de Tejidos, Terapia
Celular y Medicina Regenerativa (UITTC y MR), en donde bajo condiciones
estériles dentro de la campana de flujo laminar las muestras de cartilago se

procesaron de la siguiente manera:
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f) Las muestras se lavaron con 5 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS,

9)

h)

marca GIBCO), con antibiético antimicético (marca GIBCO) al 10% dos veces. Se
lavaron nuevamente con medio DMEM/F12, suplementado con antibidtico
antimicético al 10%. En una caja Petri de 60x100 mm de plastico, se deposito el
tejido con el medio y con ayuda de una navaja de bisturi, se fragmenté el cartilago
en la caja Petri. Los fragmentos se transfirieron a un tubo de 50 mL conteniendo
10 mLde medio DMEM/F12 con antibiético antimicotico al 1% y colagenasa del
tipo (Worthington) al 0.3%.

Se colocé el tubo con la muestra en agitacion constante de 150 rpm (en un
agitador orbital, marca THERMO) a 37°C durante 4.5. Después se centrifug6 la
muestra a 300xg durante 12 min. Se retir6 el sobrenadante y se re-suspendio el
botén celular obtenido en 5 mL de medio DMEM/F12 con antibiético al 1% y se
centrifugd la muestra a 300xg durante 12 min. Se retiré el sobrenadante y se re-
suspendié el botén celular obtenido. Para luego agregar 2 mL de medio
DMEM/F12 con suero de borrego adulto (SBA, Biowest) y 1% de antibidtico
antimicaético.

De esta suspensién se tomé una alicuota de 10 L y se coloc6 en un pozo de una
placa de 96 pozos, que se mezclé con 10 pL de azul tripano. De esta suspension
se tomaron 10 pL que se colocaron en la camara de Neubauer para realizar
conteo celular.

Del total de las células contadas en las 5 areas de la camara se realiz6 la siguiente

ecuacion:

NUmero total de células viables
5

x 2 x 10,0000 + ( el volumen en mL de medicién)
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Las células se congelaron en crio-tubos en alicuotas de 0.5X10° en suero fetal bovino
suplementado con 10% de dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma). Los crio-tubos se

almacenaron en un crio-tanque sumergido nitrégeno liquido a -196 ° C.

5.4 Obtencién de medio condicionado: medio de cultivo de condrocitos primarios

de condilos femorales de borrego.

De condrocitos articulares primarios obtenidos de ovinos cadavéricos.

Condrocitos primarios de ovino
cadavérico

v

Cultivo primario 6,000 condrocitos/cmzz DMEM, SBA
10%. Cuando se llegd al 90%. Reocupacién después de
48 h de cultivo (MC).

:
T

4

MC fue almacenado a -80 °C, en alicuotas de 9 mL.

|

Extraccion de ARN de condrocitos cultivados para conocer su perfil de
expresion génica.
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; i Perfil de expresién génica RT-PCR a punto de los genes
Digestion i )
S especificos de borrego: COL1, SOX9, Agrecano, COL2, COMP,
enzimatica COL10, OCN, OPG y GAPDH.

Figura 3. Esquema para la obtencion de MC. Es el medio de cultivo de condrocitos

articulares primarios obtenidos de ovinos cadavéricos.

Condiciones experimentales:

a) Se obtuvieron condrocitos primarios previamente aislados de condilos femorales
mediante digestion mecanico-enzimatica, criopreservados en nitrdgeno liquido, a
una densidad de medio millon de células por mL de medio de criopreservacion

(90% de SFB con 10 % de DMSO).
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b)

d)

Se procedi6 a descongelar en bafio Maria los criotubos suficientes para obtener 9
millones de células (18 crio-tubos).

Una vez descongelados los criotubos se colectd el contenido en un tubo de 15 mL
de cultivo de fondo conico el cual se centrifugé por 10 min a 300xg para retirar el
medio de criopreservacion.

Retirado el medio de criopreservacion el botdn celular se re-suspendié en el medio
de expansion necesario para obtener una densidad celular de 900,000 células por
mL. Se coloc6 1 mL de la re-suspensién en frascos de cultivo de 150 cm? (un total
de 10 frascos) para después agregar 24 mL de medio de expansion por cada

frasco de cultivo. La compasion del medio de expansion fue:

Medio DMEM (Gibco; Cat. 11995-065), conteniendo 4.5¢g/L de D-glucosa, L-glutamina y

110 mg/L de piruvato de sodio), 10% de suero de borrego adulto (SBA, BIOWEST; Cat.

S2350-500) y 1% de antibiético/antimicético (Gibco, Cat. 15240-096).

e)

f)

Se procedié hacer cambios de medio cada dos dias (25 mL de medio) hasta que
las células alcanzaron el 90 % de confluencia.

Cuando las células alcanzaron la confluencia deseada, se procedio a retirar el
medio fresco en su totalidad y se agregaron 30 mL del medio de expansion fresco.
Este medio después se almacen6 como MC a -80°C en alicuotas de 9 mL previa
filtracion a través de una membrana de 0.22 um para esterilizar y eliminar restos

de la matriz extracelular.
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5.5 Obtencién de la médula 6sea

La obtencion de la MO de las borregas se realizé en el quir6fano a través de la cresta

iliaca segun se describe a continuacion:

Figura 4. Toma de MO. La toma se realiz6 con anestesia total del animal, en la cresta
iliaca, empleando una aguja concéntrica Jamshidi disefiada especificamente para toma de
médula. Se colectaron 20 mL de MO en tubos heparinizados, para su transporte al

laboratorio de la UITTC y MR para su procesamiento.

a) Cada borrega fue pre-anestesiada utilizando una dosis de acepromacina de 0.1
mg/kg de peso corporal por via endovenosa (EV). [Acepromacina viene en una
presentacion en frasco de 100 mL a una concentracion de 5 mg/mL].

Posteriormente se canaliz6 la vena radial para la via administracion del
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b)

d)

f)

9)

h)

anestésico. La via se mantuvo abierta con el paso de una solucién salina a goteo
lento.

Enseguida se anestesié a la borrega utilizando propofol (un anestésico de corta
duracion) a una dosis inicial de 1 mg/kg de peso corporal via EV y se coloco al
animal en la mesa quirargica. [El propofol viene en ampolletas de 20 mL a una
concentracion de 10 mg/mL]. Se profundizé el estado de anestesia mediante la
administracion continta de propofol a la misma dosis. En caso de dar sefias de
estarse despertando la borrega durante el procedimiento quirdrgico se le
administr6 con la misma dosis a criterio mas propofol.

Se rasur6 la zona de puncién y se lavé la zona exhaustivamente con una solucion
jabonosa de yodo; se removio el exceso del antiséptico con una gasa estéril.
Enseguida se colocaron campos estériles dejando expuesta la zona de toma de
MO.

Se embrocé la zona de toma de MO utilizando la camisa de una aguja concéntrica
Jamshidi, disefiada especificamente para toma de MO.

Enseguida se localizé el ala dorsal del ilibn y se perfor6 con la aguja central del
Jamshidi para aspirar la MO que se recogio en una jeringa de 20 mL.

La MO se transfirié a tubos de vidrio heparinizados de 12x75 mm y se mezcld con
la heparina.

Las muestras de MO se transportaron a temperatura ambiente al laboratorio la
UITTC y MR para su procesamiento.

Después de la toma de MO, la borrega se regres6 a su corral donde fue

monitoreada por el personal del bioterio del INR LGII hasta su recuperacion.
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5.6 Obtencion de la sangre periférica movilizada

Transcurrido un mes de la toma de MO de cada borrego se procedio a la obtenciéon de
SPM, mediante la aplicacion de una dosis diaria del G-CSF 10ug/kg administrado tres
dias, al cabo de los cuales se colectaron 20 mL de SPM, como se describe a

continuacion:

a) Se rasuro la zona del surco yugular y se presioné hacia la parte distal de surco de

la yugular para hacer patente el vaso sanguineo.

Figura 5, Toma de SPM, la muestra se toma con el animal de pie, sin anestesia, con
previo rasurado de la zona de la toma de muestra, en el cuello del animal en donde por
palpacion se localiz6 la vena yugular de donde se tomé la muestra con un equipo de
venopuncion (vacutainer BD), se tomaron 20 mL de SPM la cual se colecto en tubos

heparinizados de 12x75 mm.

b) Se procedi6 a la antisepsia de la zona utilizando soluciéon de yodo y alcohol al

70%. Se lavo la zona 3 veces.
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c) Se retiré el remanente de estas soluciones antisépticas con gasa limpia.

d) Para la venopuncion se utilizé una aguja de calibre 16-18 G. Se tomaron 20 mL.

e) Se extrajo la muestra haciendo presién negativa en la jeringa para llenar el barril
con la sangre. Se hizo presion con ayuda de una gasa con alcohol en el punto de
incisién de la aguja retirandola suavemente. Finalmente se vertié la sangre en 6
tubos de vidrio heparinizados de 12x75 mm. Las muestras se mezclaron

agitandolas gentilmente antes de enviarlas ala UITTC y MR.

5.7 Aislamiento de células CTM-CD90+ de médula 6sea y de sangre periférica

movilizada.

Se aislaron las células mononucleares (CMN) de las muestras de MO y SMP, por

gradiente en Ficoll de 400 kDa de peso molecular.

Haciendo una dilucién 1:2 de la muestra de MO o SPM, con PBS y colocando 25 mL de
la mezcla cuidadosamente sobre 15 mL de Ficoll en un tubo de 50 mL de fondo cénico, la
muestra se centrifugd por 300xg por 35 min, obteniéndose la capa de células

mononucleares (CMN), en la interface entre el Ficoll y el sobreafiddanle acuoso.

A partir de las CMN se aislaron células CTM-CD90+, por medio del equipo de separacion
celular magnética (Miltenyi, cat. 130-042-303) empleando perlas magnéticas recubiertas
con el anticuerpo monoclonal anti-CD90 (Miltenyi, cat. 130-096-253) y columnas de
separacion LS (Miltenyi cat. 130-096-253), Del numero total de células CTM-CD90+ que
se obtuvieron, se hicieron alicuotas de 1x10° células para su caracterizacion por

citometria de flujo y su almacenamiento en nitrégeno liquido (a -196°C).
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Figura 6. Diagrama del proceso de aislamiento de las células CTM-CD90+. Siguiendo el
sentido de las flechas. A) Borrega de la raza Suffolk; B) Tomo de la MO y la SPM; C)
Separacion de las células mononucleares mediante el uso de una gradiente con Ficoll; D)
Botdn celular obtenido después de la superacién con Ficoll de las células mononucleares;
E) Aislamiento de la poblacion de células CD90+, médiate el uso de superparamagneticas
recubiertas con el anti-CD90; F) Andlisis del inmunofenotipo de las células CD90+

cosechas atreves de las separacion magnética por citometria de flujo.

5.8 Expansion in vitro de las células troncales mesenquimales CD90+ aisladas de

médula 6sea y sangre periférica movilizada

—
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Para efectuar los experimentos de diferenciacion se descongelaron dos alicuotas de
1x10° las células CTM-CD90+ de MO se expandieron en cultivo primario en cajas tratadas
para favorecer la adherencia celular de 150 cm? (Cornig, cat. 430824) empelando el

medio DMEM suplementado con SBA al 10% y 1 % de antibiético/antimicotico.

Para la expansion de las células CTM-CD90+ obtenidas de SPM se probaron dos
condiciones: A) cultivo primario en cajas de 150 cm? (Cornig) empelando el medio DMEM
suplementado con SBA al 10% y 1 % de antibiético/antimicético, y B) cultivo primario en
cajas de 150 cm?® empleando el medio DMEM suplementado con Suero fetal bovino

Definido 10% (DSFB, HyClone, cat.SH30070.02) y 1 % de antibiético/antimicético, segun

lo reportado por Favaron y cols en el 2014.%

5.9 Caracterizacion por citometria de flujo

Se emplearon alicuotas de 5x10° células CTM-CD90+ de MO y SPM para determinar la
expresion de marcadores de superficie de por citometria de flujo. Los datos fueron
adquiridos en un citbmetro de flujo BD FACSCalibur y analizados por el software Cell
Quest PRO ™ (Becton Dickinson) con una media de 10, 000 eventos. A continuacion se
explica el procedimiento de marcaje: Las células CTM-CD90+ fueron lavadas con PBS.
Una porcion de aproximadamente 2.5x10" células fueron colocadas en tubos de
poliestireno (Falcon, Becton Dickinson). Se les afiadieron 10 pL de la suspension de
anticuerpos (tres anticuerpos por tubo, total de 2 tubos) que se dejan incubando 30
minutos a 4°C. Se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-CD14, CD34, CD45, CD73,

CD90 Y CD105, todos de la marca BD Pharmigen™.

5.10 Diferenciacion con células CTM-CD90+ aisladas de médula 6sea
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Este ensayo tuvo como propésito diferenciar CTM CTM-CD90+ de MO de ovino adulto a
linaje condral por induccién en MC de condrocitos primarios de cartilago articular de ovino
adulto. Seguido de co-cultivo paracrino con condrocitos primarios de cartilago articular y
TGF-B1 recombinante de humano (Miltenyi, cat. 130-095-066. Al término del proceso de
diferenciacion. Se caracterizaron las células por morfologia y expresién génica por RT-

PCR a punto final de genes propios del cartilago articular.

Condiciones experimentales:

Los experimentos se realizaron en cajas de cultivo de 6 pozos como se muestran a

continuacion:

Figura 7, Diagrama de la organizacion de las condiciones del cultivo. De los pozos 1 al 8
se realiz6 el experimento por 7 dias de forma directa con el TGF-1 y MC. De los pozos
del 9 al 18, se realiz6 el experimento con la previa induccion con el MC y el subsecuente
cultivo con co-cultivo paracrino con condrocitos primarios de cartilago articula, con o sin

TGF-B1y MC.

Descripcion de las condiciones de cultivo:




Sequimiento a 7 dias

De los pozos 1 al 8 se realizé seguimiento por 7 dias
Las condiciones fueron las siguientes:
Pozos 1y 2: células CTM-CD90+ de MO (100,000 células), cultivadas en medio DMEM

con SBA al 10% y 1 % de antibidtico/antimicético.

Pozos 3 y 4: células CTM-CD90+ de MO (100,000 células), cultivadas en medio DMEM

con SBA al 10% y 1 % de antibi6tico/antimicético, mas TGF-1 (10 ng/mL).

Pozos 5y 6: células CTM-CD90+ de MO (100,000 células), cultivadas en MC.

Pozos 7 y 8: células CTM-CD90+ de MO (100,000 células), cultivadas en MC, mas TGF-

B1 (10 ng/mL).

Al término de los periodos de incubacién se extrajo el ARN de las células de cada pozo y
por RT-PCR en punto final, se evalué la expresion de los genes: COL1Al, SOX9,

AGRECANO, COL2A1, proteina oligomérica de la matriz del cartilago (COMP).

Pozos del 9 al 18: Fueron inducidos cultivandolos inicuamente por dias en MC y
diferenciados a condrocitos por 14 dias en las condiciones que se explican a

continuacion:

Pozos 9 y 10: células CTM-CD90+ de MO inducidas (100,000 células), cultivadas en

medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibidtico/antimicoético.

Pozos 11 y 12: células CTM-CD90+ de MO inducidas (100,000 células), cultivadas en

medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibiético/antimicotico, mas TGF-B1 (10 ng/mL).

Pozos del 13 al 15: células CTM-CD90+ de MO inducidas (100,000 células), co-cultivadas
con 50,000 condrocitos primarios en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de

antibiético/antimicético.
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En el pozo 15 se us6 membrana del inserto de policarbonato para permitir la extraccion

del ARN de los condrocitos.

Pozos del 16 al 18: células CTM-CD90+ de MO inducidas (100,000 células), co-cultivadas
con 50,000 condrocitos primarios en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de

antibiético/antimicético, mas TGF-f1 (10 ng/mL).

En el pozo 18 se us6 membrana del inserto de policarbonato para permitir la extraccion

del ARN de los condrocitos.

Al finalizar del perdido de diferenciacion se extrajo el ARN de cada pozo y por RT-PCR,
se evalud la expresion de los genes: COL1Al, SOX9, AGRECANO, COL2A1, proteina

oligomérica de la matriz del cartilago (COMP).

5.11 Diferenciacion con células CTM-CD90+ movilizadas de médulas 6seas y
aisladas en sangre periférica y expandidas empleando medio suplementado con

suero de borrego adulto

El propésito de este experimento fue Diferenciar CTM CTM-CD90+ aisladas de SPM de
ovino adulto expandias en cultivo primario con SBA al 10% a linaje condral por induccién
en medio de cultivo condicionado de condrocitos primarios de cartilago articular de ovino
adulto y co-cultivo paracrino con condrocitos primarios de cartilago articular y TGF-31
recombinante de humano. Caracterizar las células diferenciadas por morfologia y

expresion génica por RT-PCR a punto final de genes propios del cartilago articular.

Condiciones experimentales:

Los experimentos se realizaron en cajas de cultivo de 6 pozos como se muestran a

continuacion:
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Figura 8. Diagrama de la organizacién de las condiciones del cultivo. De los pozos 1 al 8
se realizo el experimento por 7 dias de forma directa con el TGF-f1 y MC. De los pozos
del 9 al 18, se realizd el experimento con la previa induccién con el MC y el subsecuente
cultivo con co-cultivo paracrino con condrocitos primarios de cartilago articula, con o sin

TGF-B1y MC.

Descripcion de las condiciones de cultivo:

Sequimiento a 7 dias:

De los pozos 1 al 8 se relazara seguimiento por 7 dias

Las condiciones fueron las siguientes:
Pozos 1y 2: células CTM-CD90+ de SPM (100,000 células), cultivadas en medio DMEM

con SBA al 10% y 1 % de antibi6tico/antimicotico.

Pozos 3y 4: células CTM-CD90+ de SPM (100,000 células), cultivadas en medio DMEM

con SBA al 10% y 1 % de antibiotico/antimicético, mas TGF-f1 (10 ng/mL).

Pozos 5 y 6: células CTM-CD90+ de SPM (100,000 células), cultivadas en medio

condicionado.
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Pozos 7 y 8: células CTM-CD90+ de SPM (100,000 células), cultivadas en medio

condicionado, mas TGF-f1 (10 ng/mL).

Al término de los periodos de incubacion se extrajo el ARN de las células de cada pozo y
por RT-PCR en punto final, se evalué la expresion de los genes: COL1Al, SOX9,

AGRECANO, COL2A1, proteina oligomérica de la matriz del cartilago (COMP).

Pozos del 9 al 18: Fueron inducidos cultivandolos inicuamente por dias en MC vy
diferenciados a condrocitos por 14 dias en las condiciones que se explican a

continuacion:

Pozos 9 y 10: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células), cultivadas en

medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibiético/antimicético.

Pozos 11 y 12: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células), cultivadas en

medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibiético/antimicético, mas TGF-1 (10 ng/mL).

Pozos del 13 al 15: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células), co-
cultivadas con 50,000 condrocitos primarios en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de

antibiético/antimicético.

En el pozo 15 se empleara la membrana del inserto de policarbonato para permitir la

extraccion del ARN de los condrocitos.

Pozos del 16 al 18: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células), en co-
cultivo paracrino con 50,000 condrocitos primarios en medio DMEM con SBA al 10% y 1

% de antibidtico/antimicético, mas TGF-f1 (10 ng/mL).

En el pozo 18 se emple6 una membrana del inserto de policarbonato para permitir la

extraccion del ARN de los condrocitos.
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Al finalizar del perdido de diferenciacion se extrajo el ARN de cada pozo y por RT-PCR,
se evalud la expresion de los genes: COL1Al, SOX9, AGRECANO, COL2A1, proteina

oligomérica de la matriz del cartilago (COMP).

5.12 Diferenciacion de CTM-CD90+ de en sangre periférica movilizada y expandidas

en medio suplementado en medio con DSFB

Se diferenciaron a linaje condral CTM-CD90+ aisladas de SPM de ovino adulto
expandidas en cultivo primario con 20% de suero fetal bovino “DEFINDO” (DSFB) de la
marca HyClone (cat. SH30070.02), por induccién en MC y co-cultivo paracrino ambos con
condrocitos primarios, fueron caracterizados por morfologia y expresién génica por RT-

PCR a punto final.

Condiciones experimentales:

Los experimentos se realizaron en cajas de cultivo de 6 pozos como se muestran a

continuacion:

OOO) LOoOO
O OO/ [OOO
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Figura 9, Diagrama de la organizacion de las condiciones del cultivo. El experimento se
realizé empleando CTM-CD90+ de SPM expandias con DSFB. De los pozos 1 al 8 se
realizé el por 7 dias de forma directa con el TGF-f1 y MC. De los pozos del 9 al 18, se
realizé el experimento con la previa induccion con el MC y el subsecuente cultivo con co-

cultivo paracrino con condrocitos primarios de cartilago articula, con o sin TGF-1 y MC.

Sequimiento a 7 dias:

De los pozos 1 al 8 el tiempo de cultivo fue por 7 dias

Condiciones de cultivo (cambios de medio cada 2 dias):

Pozos 1 y 2: células CTM-CD90+ de SPM (100,000 células expandias en medio con

DSFB), cultivadas en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibi6tico/antimicético.

Pozos 3 y 4: células CTM-CD90+ de SPM (100,000 células expandias en medio con
DSFB), fueron cultivadas en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de

antibidtico/antimicético, mas TGF-B1 (10 ng/mL).

Pozos 5 y 6: células CTM-CD90+ de SPM (100,000 células expandias en medio con

DSFB), cultivadas en MC.

Pozos 7 y 8: células CTM-CD90+ de SPM (100,000 células expandias en medio con

DSFB), cultivadas en MC, mas TGF-31 (10 ng/mL).
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Al término de los tiempos de cultivo se extrajo el ARN de las células diferenciadas y por
RT-PCR, se evalu6 la expresion de los genes: COL1Al, SOX9, AGRECANO (AGR),
COL2A1, proteina oligomérica de la matriz del cartilago (COMP), OPN, OCN, COLX y

RUNX2.

Pozos del 9 al 18: Se realiz6 induccion de las células CTM-CD90+ de SPM (100,000
células), cultivandolas por 7 dias con MC y luego someterlas a las siguientes condiciones

de cultivo por 14 dias mas.

Pozos 9 y 10: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células expandias en
medio con DSFB), cultivadas en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de

antibiético/antimicético.

Pozos 11 y 12: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células expandias en
medio con DSFB), cultivadas en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de

antibiético/antimicético, mas TGF-B1 (10 ng/mL).

Pozos del 13 al 15: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células expandias en
medio con DSFB), en co-cultivo paracrino con 50,000 condrocitos primarios en medio

DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibidtico/antimicotico.

En el pozo 15 se empled la membrana del inserto de policarbonato como soporte de

condrocitos primarios para permitir su extraccion del ARN de los condrocitos.

Pozos del 16 al 18: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células expandias en
medio con DSFB), en co-cultivo paracrino con 50,000 condrocitos primarios en medio

DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibiotico/antimicético, mas TGF-B1 (10 ng/mL).

En el pozo 18 se emplearon la membrana del inserto de policarbonato para permitir la

extraccion del ARN de los condrocitos.
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Al término de los tiempos de cultivo se extrajo el ARN de las células diferenciadas y por
RT-PCR, se evalu6 la expresion de los genes: COL1Al, SOX9, AGRECANO (AGR),
COL2A1, proteina oligomérica de la matriz del cartilago (COMP), OPN, OCN, COLX y

RUNX2.

5.12.1 Diferenciacién a un fenotipo condral de células CTM-CD90+ aisladas de
sangre periférica movilizada que previamente fueron inducidas en medio

condicionado.

En esta serie experimental se probo el potencial de los factores de crecimiento: TGF-f3,
BMP-7 y el de las moléculas: Insulina-Transferrina-Selénio (ITS) asi como dexametasona,
para la diferenciacion a una fenotipo condral de las células CTM-CD90+ de SPM,

previamente fueron inducidas en MC.

Condiciones experimentales:

Los experimentos se realizaron en cajas de cultivo de 6 pozos como se muestran a

continuacion:




Figura 10. Diagrama de la organizacion de las condiciones del cultivo. Figura 9, Diagrama
de la organizacion de las condiciones del cultivo. El experimento se realizé empleando
CTM-CD90+ de SPM expandias con DSFB, que después fueron cultivadas por 7 dias en
MC. De los pozos 1y 2 las células fueron cultivadas por 14 dias en medio suplementado
con ITS al 1%. Los pozos 3 y 4 las células fueron cultivadas por 14 dias en medio
suplementado con BMP-7 (100 ng/mL). En los pozos 5y 6 las células fueron cultivadas
por 14 dias en medio suplementado con dexametasona (100 nM); y por ultimo en el pozo
7 se cultivaron las células por 14 dias en medio suplementado con BMP-7 (100 ng/mL) y

TGF-p1 (10 ng/mL).

De los pozos 1 al 7 se sembraron 100,000 células CTM-CD90+ de SPM en pase 1
(previamente expandias en medio con DSFB al 10%. Se mantuvieron en cultivo en MC

por 7 dias. Se realizaron cambios de medio cada 2 dias.

Pozos 1y 2: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células expandias en medio
con DSFB), cultivadas en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibiético/antimicético,

mas 1% de ITS.

Pozos 3y 4: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células expandias en medio
con DSFB), cultivadas en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibidtico/antimicético,

adicionado con BMP-7 (100 ng/mL).

Pozos 5y 6: células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células expandias en medio
con DSFB), cultivadas en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibiotico/antimicético,

adicionado con dexametasona (100nM).
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Pozo 7. Células CTM-CD90+ de SPM inducidas (100,000 células expandias en medio con
DSFB), cultivadas en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibiético/antimicético,

adicionado con BMP-7 (100 ng/mL) y TGF- 31 (10 ng/mL).

Al término de los tiempos de cultivo se extrajo el ARN de las células diferenciadas y por
RT-PCR, se evalu6 la expresion de los genes: COL1Al, SOX9, AGRECANO (AGR),
COL2A1, proteina oligomérica de la matriz del cartilago (COMP), OPN, OCN, COLX y

RUNX2.

5.13 Extraccion de ARN y expresién génica de células CTM-CD90+SPM-DSFB

sembradas en tres diferentes andamios.

El ARN de células CTM-CD90+SPM-DSFB cultivadas por 7 dias en tres andamios

biocompatibles hechos a base de compuestos bio-compatibles:

d) BioSponge (Biograft, cat.16100515), andamio comercial de hueso trabecular
desmineralizado humano (ver figura 11).

e) Polimero (1), disefiado y caracterizado por la M en C. Adriana Herndndez Rangel
en el INR LGII, constituido por 3% de alginato (Sigma, cat. 180947) y 0.1% de
fosfato beta tricalcico (B-TCP.Sigma, cat. 13204).

f) Polimero (2), disefiado y caracterizado por la M en C. Adriana Herndndez Rangel
en el INR LGlI, constituido por 3% de alginato y 1% de B-TCP y 0.3% de glucosa

(Sigma, cat. G8270).
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Figura 11. Datos de control de calidad del lote del andamio comercial Biosponge que se

emplearon para realizar los experimentos.

BioSponge Alginatoy B-TCP Alginato, B-TCPy
glucosa

Figura 11.1. Fotografia de los andamios empleados en el experimento. A) BioSponge,
e un andamio elaborado a partir de la matriz 6sea desmoralizada de huesos humanos,
posee poros de 2000 a 100 micras y de forma comercial se obtiene liofilizado. B)
Andamio elaborado a partir de 3% de alginato y 0.1% B-TCP, elaborado con el método
de gelacién con cloruro de calcio, con poros de 200 a 100 micras. C) Andamio
elaborado a partir de 3% de alginato y 1% de B-TCP y 0.3% de glucosa, elaborado

con el método de gelacion con cloruro de calcio, con poros de 100 a 50 micras.

—
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Condiciones experimentales:

a)

b)

d)

Se descongelaron 2 crio-tubos con 0.5x10° células CTM-CD90+SPM-DSFB vy se
cultivaron durante 7 dias en medio de cultivo DMEM con SBA al 10% y 1% de
antibiético antibiético/antimicético, en una caja de 75 cm?.

Llegando a confluencia (90%) se procedié a despegarlas las CTM-CD90+SPM-DSFB
de las cajas de cultivo empleado acutasa (Gibco, cat. A1110501). Se emple6 acutasa
en lugar de la tripsina, debido a que no necesita de lavados, neutralizacién ya que no
dafia las paredes celulares y de esta forma ayuda a conservar la viabilidad celular
durante la manipulacién de las células troncales en cultivo.®* Una vez separadas las
células de las cajas de cultivo se concentraron por centrifugacion (10 min por 300xg)
las células en un tubo de fondo conico de 50 mL. Se elimino el sobrenadante se re-
suspendi6 con 100 pL de medio DMEM con SBA al 10% y 1% de
antibidtico/antimicotico.

Con la ayuda de un equipo “COR Precision Targeting System” (Johnson & Johnson)
de 6 mm de didmetro se perforaron los polimeros 1, 2 y BioSponge, obteniendose
taquetes de 6 mm de espesor.

Dentro de la campana de flujo laminar se prepararon triplicados de cada andamio, en

un pozo (de una caja de 6 pozos), la cara lateral y la cara inferior (cara en donde el
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Analisis por:

RT-PCR.

De genes caracteristicos
Del cartilago articular.
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Figura 12. Esquema de la elaboracion del constructo. Primero se expanden células CTM-
CD90+SPM-DSFB, para luego por centrifugacién para obtener un botén celular el cual
con una micropipta es colocado dentro de unos de los andamios (polimero 1,2 o
BiosPonge), los cuales previamente fueron recubiertos con el pegamento de fibrina solo
dejando la cara superior sin cubrir por donde se inyectaron las células. Para finalizar se
llena con medio el pozo hasta casi cubrir el andamio, en donde permanecio por 14 dias en

cultivo.

e) taquete quedo adherido a la pozo) del taquete se recubrieron con el pegamento a
base de fibrina humana “tisseel” (BAXTER, cat.3400518), formando un reservorio que

impida que las células salgan del taquete y favorezca la adhesion de la células al
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mismo (no se recubrié la cara superior del taquete), el pegamiento tardd en
polimerizar aproximadamente 5 min.

f) Empleando una micropipeta de 200 pL, se introdujo la punta hasta la mitad de los
taquetes por la cara superior (no recubierta con pegamento de fibrina) dispensando
lentamente la solucién celular, para después afiadir medio de cultivo en los pozos de
cultivo hasta apenas sumergir la capa superior del constructo.

g) Se mantuvieron los constructos por 14 dias en cultivo. Después se evaluaron la
cantidad y calidad del ARN que se extrajo de las células por RT-PCR, se evalud la
expresion de los genes: COL1Al, SOX9, AGRECANO (AGR), COL2A1, proteina

oligomérica de la matriz del cartilago (COMP), OPN, OCN, COLX y RUNX2.

5.13.1 Extraccion de ARN y expresion génica de células CTM-CD90+SPM-DSFB
sembradas en BioSponge y diferenciadas a condrocito sin previa inducciéon con

MC.

El propésito de este experimento fue demostrar de la expresién de genes caracteristicos
de cartilago articular en CTM aisladas de SPM que fueron sembradas en un andamio

comercial en 3D (BioSponge) y diferenciadas a cartilago sin previa induccién con MC.

Condiciones experimentales propuestas: Los experimentos se realizaron en cajas de

cultivo de 6 pozos como se muestran a continuacion:

Figura 13. Diagrama de la organizacion de las condiciones del cultivo. El experimento se

realiz6 empleando CTM-CD90+ de SPM expandias con DSFB, sin previa induccién con

MC. En el pozo 1, las células sembradas en el andamio fueron cultivadas por 14 dias en




medio suplementado con BMP-7 (100 ng/mL). En el pozo 2, las células sembradas en el

andamio fueron cultivadas por 14 dias en medio suplementado con TGF-1 (10 ng/mL).

Condiciones experimentales

a)

b)

Se descongelaron 2 crio-tubos almacenados en nitrégeno liquido conteniendo
0.5x10° células SPM CTM-CD90+ en una caja de 150 cm? hasta llegar a
confluencia (en confluencia obtuvieron 4x10° por caja) y se cultivaron en medio
DMEM vy suero fetal bovino definido al 20% y 1% de antibiético/antimicético.

Con la ayuda de un equipo “COR Precision Targeting System” (Johnson &
Johnson) de 6 mm de didmetro se perfor6é el andamio (6 mm de diametro y 5 mm
largo). Dentro de la campana de flujo laminar en un pozo de una caja de 6 pozos
la cara lateral e inferior del taquete fue recubierta con el pegamento a base de
fibrina humana “tisseel” (BAXTER), con el cual se formara un reservorio que
impida que las células salgan del taquete y favorezca la adhesion de la células al
mismo (el pegamento tarda en polimerizar aproximadamente 5 min).

Se sembraron 2.5 x10° células previamente expandidas en cada andamio que
también previamente se pre-acondicion6 para el cultivo en un pozo de una caja de
seis pozos (se emplearon un total de 4 andamios previamente cortados, por
duplicado para los pozos 1 y 2), como se describe a continuacién: Una vez
separadas las células de la caja de 150 cm? de cultivo se concentraron por
centrifugacion en un tubo de fondo cénico de 50 mL, eliminado el sobrenadante se
re-suspendieron con 100 pL de medio de cultivo. Con la ayuda de una micropipeta
de 200 pL introduciéndola hasta la mitad del taquete por la cara superior que no
fue cubierta con el pegamento de fibrina (tisseel) lentamente se dispenso la
solucion celular, para después cubrir con medio de cultivo la totalidad del

constructo.

42

N
—



d) Para la diferenciacion de las células a cartilago por 14 dias en el pozo 1 los dos
andamios con las células CTM-CD90+ de SPM y se cultivaron por 14 dias en
medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de antibiético/antimicético, adicionado con
BMP-7 (100 ng/mL). En pozo 2 los dos andamios con las células CTM-CD90+ de
SPM y se cultivaron por 14 dias en medio DMEM con SBA al 10% y 1 % de
antibiético/antimicoético, adicionado con TGF B1 10 ng/mL.

e) Después del periodo de cultivo se extrajo el ARN de las células y por RT-PCR, se
evaluo la expresion de los genes: COL1AL, SOX9, AGRECANO (AGR), COL2A1,
proteina oligomérica de la matriz del cartilago (COMP), OPN, OCN, COLX y

RUNX2.

5.14 Método para la extraccion de ARN y evaluar la expresion génica de células en

cultivo en monocapay en un andamio en 3D

5.14.1 Extraccién de ARN en células en monocapay en células en un andamio

Preparativos
a. Se prendié la centrifuga y se enfrio a 4°C.
b. Se limpié todo el material y equipo con una gasa con solucion RNAseZap

(cat. AM9780. Ambion) para inactivar DNAsas y ARNasas.

C. Se utilizaron guantes estériles y limpiarlos con la solucién anterior

Por pozo:

Extraccion de ARN a partir de células cultivadas a confluencia en cajas de 6 pozos.

a. Se agreg6 1 mL de Trizol (Cat.15596-026 Lot. 1392922 INVITROGEN) por

pozo.
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Se mezclaron las células en el reactivo y se dejar reposar por 5 min a
temperatura ambiente.

La mezcla se transfirié a un tubo de 1.5 mL estéril.

Se afiaden 200 uL de cloroformo por tubo (Cat. 2432.1 Lot. 40K0199 SIGMA)

por pozo.

Extraccion de ARN a partir de células cultivadas en un andamio.

a.

d.

Por tubo

Al término del periodo de incubacién se sumerge el andamio en nitrégeno
liquido dentro de un mortero de ceramica (el mortero de ceramica previamente
se enjuagd con agua tratada con DPEC, se limpié con una gasa que estuvo
empapada en RNAseZap, se guarddé en una bolsa de papel y se almacend
hasta su uso a -80°C) y se macerd la muestra con un pistilo de ceramica (el
pistilo recibié el mismo tratamiento que la muestra). Dentro del nitrégeno liquido

el andamio puede permanecer almacenado indefinidamente.

. Retirado el nitr6geno liquido se pasé el macerado a un tubo de 1.5 mL estéril y

se mezcld la muestra con 1 mL de Trizol (Cat.15596-026 Lot. 1392922
INVITROGEN) por pozo.

Se mezclo y se dejo reposar por 5 min a temperatura ambiente y se pasé la
mezcla a tubos de 1.5 mL estériles.

Se afnadieron 200 pL de cloroformo por mL de trizol.

a. Se agitd el tubo vigorosamente por 15 segundos; y se dejé reposar por 3 min a

temperatura ambiente.

b. Se centrifugé el tubo por 15 min a 11.913 rpm a 4°C.
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Tomar cuidadosamente la fase acuosa evitando el contacto con la fase intermedia
de ADN y se coloco el sobrenadante en un tubo libre de AARNsas y DNAsas
(tubos tipo Eppendorf, estériles de 1.5 mL).

A la fase acuosa se le agregd 500 puL isopropanol (Cat. 1-0398 Lot. 28H3527
SIGMA) por cada mL de Trizol utilizado

Se mezclé y se incuba por 10 min a temperatura ambiente

Se centrifug6 a 11.913 rpm por 10 min en frio 4°C

Se decanto el sobrenadante

Al precipitado se le afiadié 1 mL etanol al 75% (Cat. E7023 Lot 41796KM SIGMA)
por cada mL de Trizol utilizado

Se re-suspendié la pastilla con agitacion en el vortex para lavar el precipitado

Se centrifugé a 11.913 rpm por 5 min en frio a 4°C

Se decant6 el sobrenadante cuidadosamente, asegurandose de no perder la
pastilla

Se sec6 el precipitado dentro de la campana de flujo laminar a temperatura
ambiente

. Se re-suspendio la pastilla con 50 uL de agua grado bilogia molecular libre de
DNAsas y ARNsas (el volumen de agua depende del tamafio de la pastilla de 20 a

50 pL)

El ARN es estable por mas de un afio almacenado a -80°C.

Se toman 2 uL de ARN para medir espectrofotométricamente En un NanoDrop
2000 marca Thermo Scientific para medir su concentracion y grado de pureza del
ARN en agua atreves de la relacion de Abs 260/280 = 1.8 - 2.0 Y Abs 260/230 =
1.8 - 2.0 [se considera puro]). La secuencia de pasos para la medicion del ARN se

realizd colocando 1 uL de agua estéril libre de ARNsas y DNAsas en el pedestal
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del equipo y se midié como blanco; se limpié el pedestal cuidadosamente con un
pafuelo Kleenex, y se colocd 1 uL de agua estéril libre de ARNsas y DNAsas, en
el pedestal y se leyd como si fuera una muestra (blanco), se limpié el pedestal
cuidadosamente con un pafiuelo Kleenex, y se colocé 1 uL de la muestra de la

solucion de ARN.

Secuencia de pasos para la electroforesis de una de agarosa al 2%:

Para la deteccion de la integridad de ARN, empleando 5 uL de la solucién de ARN: Se
limpi6 la cdmara de electroforesis, el peine a utilizar (para hacer los pozos en el gel) y
el molde para el gel con la solucién del RNAseZAP y se enjuagd con agua tratada con
DEPC. Se preparé un gel de agarosa al 2% pesando 0.5g de agarosa (Agarosa
GIBCO BRL ultra pure Cat. 1515-019 Lot. 1000671 Life Technology), que se colocé en
un matraz Erlenmeyer y al que se afadié6 25 mL TAE 1X LIBRE DE ARNsas y
DNAsas, este se calentd sobre el mechero hasta que se disolvid la agarosa (llegando
a ebullicion); se retir6 del mechero y se agregé 1.5 uL de bromuro de etidio (BrEt,
5mg/mL); se mezcld perfectamente y se decantd en el molde del gel colocandolo
sobre una plancha fria, se dejo solidificar (10 a 15 min), una vez solidificado se coloca
en la camara de electroforesis que previamente se habia llenado con la soluciéon TAE
1X libre de ARNsas y DNAsas. (SIGMA T8280-L Lote.031M8202). EIl gel se cargd
agregando 5 pL de cada una de las muestras con 2 uL de colorante el cual se mezclé
sobre un trozo de parafilm, de donde se tomé para colocarlo en el poro del gel que
correspondiera. Se corrio el gel a 80V por 60 min. Enseguida se fotografié el gel con

un transiluminador con luz UV y se imprime la foto.
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5.14.2 Expresion génica de células cultivadas por RT-PCR a punto final

Los genes analizados fueron: COL1A1, SOX9, AGRECANO (AGR), COL2A1, COMP,

OPN, OCN, COLX, RUNX2 y GAPDH como gen constitutivo.
La técnica se desarrollé de la siguiente manera:

Se limpi6 todo el material y equipo con una gasa empapada con solucion ARNseZap. Se
empled el siguiente material y equipo: campana de flujo laminar, micro pipetas, exterior de
las cajas con micro-puntas libres de ARNsas y ADNsas, bolsas con tubos estériles de
200 uL y gradillas. El equipo de RT-PCR utilizado es el EPICENTRE MasterAmp™ RT-
PCR de alta sensibilidad (cat. RT71225 y RT712100). Emple6 una sola enzima en un solo
tubo, de sistema continuo para la amplificacién de secuencias blanco de un molde de

ARNpp. Es un método sencillo y sensible para la determinacion de patrones de expresion

MasterAMP RT-PCR EPICENTER

Mezclal
Agua estéril libre de Nucleasas
Sol. Amortiguadora para RT-PCR 20X
MgCl, 25 mM

MasterAmp 10X PCR aumentador 2X
MnSO, 25 mM

RetroAmp RT-DNA polimerasa

Mezcla 1
12.5 microlitros

Mezcla2
Agua Estéril libre de Nucleasas
dNTP Mix 2.5 mM

Primer (F)
Primer (R)
Muestra RNA
Mezcla control

ARNtotal (300 ng)
1 UM de cebadores (primers, iniciadores)

Programa de temperaturaturas 94°C/60°C/72°C

40 ciclos

génica.

Figura .14. Protocolo usado para la RT-PCR con el método MasterAmp™ RT-PCR de alta

sensibilidad.
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El equipo incluye la enzima “MasterAmp RetroAmp™ RT ADN polimerasa”, una, enzima
termoestable altamente eficiente y MasterAmp 10X PCR amplificador (con betaina). El
uso de una polimerasa termoestable permite la transcripcién inversa se lleve a cabo a una
temperatura elevada, minimizando los efectos de ARN secundario. La presencia de
betaina (trimetilglicina) en el MasterAmp 10X PCR amplificador mejora asimismo
sustancialmente el rendimiento y la especificidad de la amplificacion de muchas
secuencias blanco, especialmente las que contienen un alto contenido de G + C. La
betaina reduce la temperatura de fusién de regiones ricas de G + C a una temperatura
similar a regiones que contienen uniones A + T. Esto da lugar a la desestabilizacién de
regiones de doble cadena que limitan la accion de la polimerasa, lo que aumenta el
rendimiento, la longitud del producto de la reaccion. Ademas, la betaina también puede
mejorar la PCR mediante la proteccion de las ADN polimerasas impidiendo el dafio por

desnaturalizacion térmica.

Se coloc6 en hielo frappé los tubos para la realizaciéon de las mezclas de reaccion (figura
14). El volumen que se utilizdé para cada una de las mezclas fue variable, dependi6 del
namero de reacciones y del volumen final de ARNtotal con una concentracién de 300 ng

por tubo. La concentracion de los oligonucleoétidos indicadores fue de 1 uM.

Hecha la mezcla fue agitada suavemente el tubo donde se llevara a cabo la reaccion
asegurandonos de que toda la mezcla se encuentre en el fondo del tubo (si es necesario
bajar la mezcla) y se colocé en el termociclador (mastercyclear grandienet marca

Eppendorf) bajo las siguientes condiciones:

Programa 0015

T1 60°C por 20 min (retrotranscripcion).

T2 94°C por 30 seg (desnaturalizacion).
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T3 60°C por 30 seg (alineacion de primers).

T4 72°C por un min (extension)

Repetir T2-T4 50 ciclos.

T5 1 ciclo de 72°C por 5 min (extension final).

T6 se mantiene a 4°C al terminar.

De forma paralela los analisis fueron repetidos empleando el equipo Tetro One-setep RT-
PCR (Bioline, cat. BIO-65046), este equipo solo necesita 30 ciclos y 150 nano gramos de
muestra para un optimo resultado por lo que resulto més eficiente en cuanto a obtencion

del CAND y cantidad de ARN para cada reaccion.

El equipo de sintesis de Tetro-ADNc Tetro contiene la altamente sensible transcriptasa
inversa, oligo (dT) y los componentes necesarios para generar cDNA de alta calidad a
partir de ARN. La primera hebra de ADNc que se genera es ideal para PCR y se puede
utilizar en una variedad de otras aplicaciones, tales como los andlisis del ARN celular,

caracterizacion de variantes de empalme de ARN, y la generacién y clonacién de cDNA.

El equipo de sintesis de ADNc Tetro estd optimizado para reacciones de transcriptasa
reversa (RT) en un amplio rango de concentraciones de ARN total (10 pg-2ug), de modo
que los ADNc de longitud y de baja abundancia se pueden detectar mediante
amplificacién después de la sintesis de ADNc. El equipo contiene la enzima oligo (dT) vy
hexameros al azar como cebadores. Los componentes del equipo son completamente
optimizados para generar los maximos rendimientos de ADNc de longitud completa

después de la reaccion de la RT.
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VI. Resultados

6.1 Obtencidon de medio condicionado condrocitos primarios de céndilos femorales

de borrego cadavérico.

Se obtuvieron 300 mL de MC que fueron filtrados en un filtro estéril del 22 um se procedié

a almacenar en alicuotas de 9 mL en tubos de cultivo de 15 mL. Se almacenaron a -80 °C

hasta el momento del su empleo en cultivo.

Figura 14. Fotografia de los controles de proliferacion de los condrocitos aislados en cada
articulacion de las borregas. Se cultivaron una alicuota de 50,000 células por pozo en
una caja de seis, medio DMEM, SBA 10% y 1% de antibidtico/antimicotico, el cultivo para
la obtencion duro 19 dias. Las borregas donadoras del cartilago articular fueron de raza
criolla de aproximadamente 2 afios de edad de entre 60 a 80 kg de peso corporal. Figura
Ay D) Primera muestra (A) dos dias de cultivo, (D) 19 dias de cultivo, se obtuvieron 4.2x
10° células y se almacenaron 8 crio- tubos de 1 mL; figura B y E) Segunda muestra (B)

dos dias de cultivo, (E) 19 dias de cultivo, se obtuvieron 3.3x10° células y se almacenaron
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6 crio- tubos de 1 mL; y figura C y F) Primera muestra (C) dos dias de cultivo, (F) 19 dias

de cultivo, se obtuvieron 6.4x10° células y se almacenaron 12 crio- tubos de 1 mL.
6.2 Aislamiento de células CTM-CD90+
6.2.1 Aislamiento de células CTM-CD90+ a partir de médula 6sea

De los 20 mL de MO obtenidos de médula 6sea de la borrega donde se obtuvieron 20 mL
de SPM y después de la separacion por el gradiente de Ficoll se obtuvieron en promedio
49X10° células monucleares las que sometieron a la separacion con las perlas magnéticas

recubiertas con el anti-CD90 y se obtuvieron 6.8X10° de células CTM-CD90+.
6.2.2 Aislamiento de células CTM-CD90+ de sangre periférica movilizada

Después de 24 horas la segunda dosis del G-CSF se obtuvo un aumento significativo en

las poblaciones de leucocitos, granulocitos y monocitos (ver figura 15).

El segundo dia después de la primera dosis del G-CSF se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa para el marcador de superficie CD34 con en relacién con el
basal, se establecié tomar la muestra el tercer dia después de la primera dosis ya que el
marcador de superficie CD90 obtuvo el mayor porcentaje de células positivas con

respecto al basal (ver figura 16).

De los 20 mL de SPM y después de la separacién por el gradiente de Ficoll se obtuvieron
en promedio 16 X10° células monucleares las que sometieron a la separacion con las
perlas magnéticas recubiertas con el anti-CD90 y se obtuvieron 8.2 X 10° de células CTM-

CD90+.
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Figura 15. Comportamiento de las células hematopoyéticas durante el tratamiento con el
G-CSF durante tres dias, el D1 es la mediacion basal antes de iniciar el tratamiento, de

los D2 al D4 son las medicines durante el tratamiento, (n=3 borregas de la raza Suffolk),

—
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Figura 16. Comportamiento de los marcadores de células hematopoyéticas y CMT
recuperadas en SPM durante el tratamiento con el G-CSF durante tres dias. D1 es la
mediacién basal antes de iniciar el tratamiento, de los D2 al D4 son las mediciones

durante el tratamiento con el farmaco, (n=3 borregas de la raza Suffolk).

* Diferencia estiticamente significativa, p< 0.05, prueba U de Mann-Whitney.
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6.3 Expansion en cultivo in vitro de las células CTM-CD90+

6.3.1 Expansidn en cultivo in vitro de las células CTM-CD90+ aisladas de médula

6sea

Las células aisladas de MO después del seguimiento en cultivo primario mostraron un

morfologia alargada cuando se cultivaron con medio DMEM suplementado con 10% de

suero de borrego adulto (ver figura 17.1).

Figura 17.1. Fotografia del cultivo del dia 8 (D8) al dia 45 (D45) de las células CTM-
CD90+ aisladas de médula 6sea, cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de

suero de borrego adulto.

6.3.2 Expansién en cultivo in vitro de las células CTM-CD90+ aisladas de sangre

periférica movilizada

Las células CTM-CD90+ aisladas de la SPM que fueron cultivadas en medio DMEM y
suplementadas con 10 % de suero fetal bovino proliferaron presentando una morfologia
redondeada (ver figura 17.2). Solo cuando se cultivaron en medio DMEM suplementado

con 20% DSFB se observo una morfologia alargada fibroblastoide (ver figura 17.3).
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Figura 17.2. Fotografia del cultivo del dia 8 (D8) al dia 45 (D45) de las células CTM-
CD90+ aisladas de sangre periférica movilizada, cultivadas en medio DMEM
suplementado con 10% de suero de borrego adulto.

Figura 17.3. Fotografia del cultivo del dia 8 (D8) al dia 45 (D45) de las células CTM-
CD90+ aisladas de sangre periférica movilizada, cultivadas en medio DMEM
suplementado con 20% de suero fetal bovino “DEFINIDO”.
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6.4 Inmunofenotipo de las células CTM-CD90+ después de ser aisladas de la médula

Oseay sangre periférica movilizada.

Se logré establecer el inmunofenotipo de las células CTM-CD90+ aisladas de médula
O0sea y sangre periférica movilizada con el panel de anticuerpos para células
hematopoyéticas maduras CD45 Y CD14, células troncales hematopoyéticas CD34 y

células troncales mesenquimales CD73, CD90, CD105.

6.4.1 Inmunofenotipo de las células CTM-CD90+ después de ser aisladas de médula

Osea

Después de que se obtuvo la muestra de MO el marcador predominante fue el CD34 esta
tendencia continua que se aislaron las células mononucleares por medio del gradiente de
Ficoll. Cuando se realizé la separacion de las células CD90+ con la ayuda de las perlas
superparamagnéticas los porcentajes de los marcadores para células hematopoyéticas
CD14, CD34 y CD45 disminuyeron a menos del 8%, mientras que los marcadores para
células CTM: CD73, CD90 y CD105 en conjunto superaron el 50% de las células aisladas
(ver figura 18), esta tendencia se mantuvo en el cultivo primario en donde por morfologia

se observaron celular alargadas semejantes a fibroblastos (ver figura 17.1).

6.4.2 Inmunofenotipo de las células CTM-CD90+ después de ser aisladas de sangre

periférica movilizada

A partir de la muestra de SPM recién aislada se establecié que todos los marcadores
evaluados (CD14, CD34, CD45, CD73, CD90 y CD105) estaban por debajo del 10%.
Después de que se aislaron las células mononucleares por medio del gradiente de Ficoll
el marcador CD14 se increment6 por encima del 35%. Después de la separacion de las
células CD90+ con las perlas superparamagnéticas los marcadores para las células

hematopoyéticas descendieron por debajo del 10 %, mientras que los marcadores de
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CTM en conjunto se incrementaron hasta el 80% y en cultivo primario se incrementaron
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por arriba del 95% (ver figura 19).
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Figura 18, inmunofenotipo de las células aisladas de MO establecido por citometria de

flujo de las muestras obtenidas de tres borregas de la raza Suffolk.
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Figura 19. Inmunofenotipo de las células aisladas de SPM establecido por citometria de

flujo de las muestras obtenidas de tres borregas de la raza Suffolk.

6.5 Diferenciaciéon de CTM-CD90+ aisladas de médula 6sea

Las CTM CTM-CD90+ pre-diferenciadas mostraron una morfologia heterogénea
fibroblastoide y poligonal (ver figura 20). Al término de su co-cultivo con los condrocitos
primarios aislados de céndilo femoral/ TGF B-1 todas las células mostraron morfologia
poligonal. La expresion génica de agrecano definio el estado de diferenciacion de las

CTM-CD90+ MO (ver figura 21).
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Figura 20. Prediferenciacion de las células CTM-CD90+ MO por cultivo con MC por 7
dias. A) Células después de la induccion con MC por 7 dias; B) células a 4 dias de cultivo
con 10% de SBA después de la induccion con MC; C) células a 14 dias de cultivo con
10% de SBA después de la induccién con MC; D) células después de la induccién con MC
por 7 dias; E) células a 4 dias de cultivo con 10% de SBA después de la induccién con
MC + TGF B-1 (10ng/mL); F) células a 14 dias de cultivo con 10% de SBA después de la
induccion con MC + TGF -1 (10ng/mL).
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Figura 21. Diferenciacion de las células CTM-CD90+ MO previamente inducidas con MC.
A) Células después de la induccién con MC por 7 dias; B) células inducidas a 4 dias de
cultivo con 10% de SBA en cocultivo paracrino; C células inducidas a 14 dias de cultivo
con 10% de SBA en cocultivo paracrino; D) células después de la induccion con MC por 7
dias; E) células inducidas a 4 dias de cultivo con 10% de SBA en cocultivo paracrino +
TGF B-1 (10ng/mL); F) células inducidas a 14 dias de cultivo con 10% de SBA en

cocultivo paracrino + TGF -1 (10ng/mL).
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Por morfologia y expresion génica de agrecano demostramos la diferenciacion a
condrocitos hipertroficos de CTM CTM-CD90+ aisladas de MO de ovino adulto por
prediferenciacion en MC de condrocitos primarios aislados de condilo femoral (ver figura

22) y co-cultivo paracrino con condrocitos primarios de ovino y TGF -1 (ver figura 23).

Condicion de cultivo GADPH Col Il a2 Col lal Agrecano Sox 9 COPM
(101 PB) (154 PB) (119 PB) (123 PB) (162 PB) | (153 PB)

Condros PO en caja T150

Condros PO CC, SBA 10%.

Condros PO CC, SBA 10%,
TGF-B1

T

Figura 22. Expresion génica por RT-PCR de los condrocitos empleados antes y después
de 14 dias de co-cultivo paracrino durante el desarrollo del experimento (se usaron 150 ng
de ARN, 1mcM de prmers, 30 ciclos con equipo Tetro-One setp BIOLINE).

Condicion de cultivo GADPH Col Il a2 Col lal | Agrecano Sox 9 COPM
(101PB) | (154PB) | (119PB) | (123PB) | (162PB) | (153 PB)

MO-CTM-CD90+, INDU SBA 10%

MO-CTM-CD90+, INDU SBA 10%,
TGF-B1

MO-CTM-CD90+, INDU CC

MO-CTM-CD90+, INDU CC TGF-
Bl

e 1
=~ |
|~ ]

i

Figura 23. Expresion génica por RT-PCR de las células MO-CTM-CD90+, previamente
inducidas por 7 dias, con medio condicionado y cultivadas, sin o0 con TGF-f1, con o0 sin
co-cultivo paracrino con condrocitos primarios de borrego adulto (se usaron 150 ng de

ARN, 1mcM de prmers, 30 ciclos con equipo Tetro-One setp BIOLINE).

También se evalud la expresion de genes caracteristicos de hueso e hipertrofia: GADPH,
RUNX2, OCN, COLX, COL1y OPN, en las células de MO CD90+, que fueron inducidas

por 7 dias con MC y luego cocultivas con condrocitos primarios de borrego adulto con
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SBA 10% mas TGF-1 10 ng/mL (ver figura 24), en donde encontramos que solo el gen
de RUNX2 no se expresa en esta condicion de cultivd donde previamente se demostro la

expresion de COL2AL.

MPM GADPH RUNX2 OCN COLX coL1 OPN
PB 101 PB 123 PB 153 PB 154 PB 102 PB165

300PB

200PB

100PB

300PB

200PB

100PB

Figura 24. Expresién de genes de hueso e hipertrofia: GADPH, RUNX2, OCN, COLX,
COL1 y OPN por RT-PCR. A) células MO-CTM-CD90+, previamente inducidas por 7 dias,
con medio condicionado y cultivadas en cocultivo paracrino con condrocitos primarios de
borrego adulto mas TGF-B1 10 ng/mL; B) condrocitos primarios aislados de cartilago
articular de borrego (se usaron 150 ng de ARN, 1mcM de prmers, 30 ciclos con equipo

Tetro-One setp BIOLINE).

6.6 Diferenciacién con células CTM-CD90+ movilizadas de médula ésea y aisladas
en sangre periférica y expandidas empleando medio suplementado con suero de

borrego adulto

Al parecer el uso del SBA no favorecié el desarrollo, crecimiento y proliferacion de las
CTM-CD90+ SPM, inclusive cuando fueron cultivadas con TGF-f1 a una concentracion
de 10 ng/mL (ver figura 25); se observd el mismo efecto cuando se realiz6 la induccién

con MC por 7 dias con o sin TGF-B1 a una concentracion de 10 ng/mL (ver figura 26).
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Figura 25. Expansion y prediferenciacion de las células CTM-CD90+ SPM por cultivo con
SBA por 7 dias. A) células expandias en cultivo primario con 10% SBA; B) células a 4
dias de cultivo en pase 1 con 10% de SBA; C) células a 7 dias de cultivo en pase 1 con
10% de SBA; D) células expandias en cultivo primario con 10% SBA; E) células a 4 dias
de cultivo primario con 10% de SBA + TGF 3-1 (10ng/mL); F) células en cultivo primario a
7 dias de cultivo con 10% de SBA + TGF -1 (10ng/mL).
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Figura 26. Prediferenciacion de las células CTM-CD90+ SPM por cultivo con MC por 7
dias con o sin TGF B-1 (10ng/mL). A) células expandias en cultivo primario con 10% SBA;
B) células a 4 dias de cultivo en pase 1 con MC; C) células a 7 dias de cultivo en pase 1
con MC; D) células expandias en cultivo primario con 10% SBA; E) células a 4 dias de
cultivo primario con MC + TGF B-1 (10ng/mL); F) células en cultivo primario a 7 dias de
cultivo con MC + TGF -1 (10ng/mL).
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Como resultado del analisis de expresion no se obturd en cantidad y calidad suficiente
ARN para llevar acabo el analisis en las CTM-CD90+ SPM cutivadas con 10% de SBA,
asi como cuando se cultivaron con TGF -1 (10ng/mL); solo se puede obtener suficiente
ARN cuando se cultivaron con MC y con MC+ TGF -1 (10ng/mL), en esta células sobre

se puedo observar la expresion del gen constitutivo GADPH y AGR (ver figura 27).

Sin Medico Condicionado Con Medic Condicionado

Cond 1 Cond 2 Cond 3 Cond 4

GADPH | -——---- S R — -

AGR | - S R — -

COMP | ———--- S -

coLun | --eeeee- S R — -

coLl | --eee-- S — -

SOX-9 | - S R — -

Figura 27. Expresion génica por RT-PCR de las células CTM-CD90+ SPM (expandidas
con 10% SBA). Cond 1) células cultivadas por 7 dias con 10% de SBA; Cond 2) células
cultivadas por 7 dias con 10% de SBA + TGF-B1. Cond 3) células cultivadas por 7 dias
con MC; Cond 4) células cultivadas por 7 dias con MC + TGF-B1 (en las Cond 1y Cond 2
no se obtuvo suficiente ARN para llevar a cabo el analisis de expresion génica. Se usaron

150 ng de ARN, 1mcM de prmers, 30 ciclos con equipo Tetro-One setp BIOLINE.
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6.6.1 Diferenciacion con células CTM-CD90+ movilizadas de médula 6sea y aisladas
en sangre periférica y expandidas empleando medio suplementado en medio con

DSFB.

Las células CTM-CD90+ movilizadas a SPM y que fueron expandias con 20% de suero
fetal bovino “definido” (DSFB), proliferaron exitosamente en cultivo primario con una
morfologia semejante a fibroblastos (ver figura 28 D). Cuando las células expandidas en
medio con DSFB fueron cultivadas por 7 dias en primer pase con DSFB, se mantuvo la
morfologia similar a fibroblasto (ver figura 28 B) y bajo la misma condicién con DSFB
pero cuando se agregé TGF-Bf1 se empezaron a observar células con morfologia
redondeada (ver figura 28 C). Cuando las células se mantuvieron en primer pase por 7
dias con MC se mantuvo la morfologia parecida a fibroblasto (ver figura 28 E). Finalmente
como parte de este experimento se cultivaron las células en primer pase por 7 dias con
MC + TGF-B1, como resultado de esta condicion experimental se obtuvieron células con
una morfologia mixta entre alagadas semejantes a fibroblasto (ver figura 28 F) y
redondeadas semejantes a la morfologia de los condrocitos en cultivo primario aislados

de céndilo femoral (ver figura 28 A).

Como parte completaria de este experimento se indujeron células CTM-CD90+ SPM por 7
dias al cultivarlas con MC, para primero cultivar las células por 14 dias con 10% de SBA
en donde se mantuvo una morfologia mixta de células como fibroblasto y redondeadas.
Cuando las células fueron cultivas por 14 dias con 10% de SBA + TGF-B1, cocultivo
paracrino con condrocitos primarios con 10% SBA y cocultivo paracrino con condrocitos
primarios con 10% SBA + TGF-B1, no se observaron cambios en la morfologia antes

descrita (ver figura 29).
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Figura 28. Imagen de la morfologia de condrocitos de cartilago articular, y células CTM-
CD90+ SPM bajo diferentes condiciones de cultivo. A) condrocitos primarios aislados de
condilo femoral; B) células CTM-CD90+ SPM en primer pase cultivadas por 7 dias con
DSFB; C) células CTM-CD90+ SPM en primer pase cultivadas por 7 dias con
DSFB+TGF-B1; D) células CTM-CD90+ SPM en cultivo primario cultivadas con DSFB; E)
células CTM-CD90+ SPM en primer pase cultivadas por 7 dias con MC; F) células CTM-
CD90+ SPM en primer pase cultivadas por 7 dias con MC+ TGF-B1.
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Figura 29. Imagen de la morfologia del seguimiento a 14 dias de las condiciones
experimentales a las que fueron sometidas las células CTM-CD90+ SPM, con previa
induccion con MC por 7 dias, (las células de donde se originé el experimento fueron
expandidas en cultivo primario con SFB “DEFINIDO”). A) células CTM-CD90+ SPM
cultivarlas por 7 dias con MC; B) células cultivas por 14 dias con 10% de SBA + TGF-p1;
C) cocultivo paracrino con condrocitos primarios con 10% SBA; D) cocultivo paracrino con

condrocitos primarios con 10% SBA + TGF-B1.

Las células CTM-CD90+ de SPM inducidas (7 dias de cultivo con MC), que se cultivaron
con SBA 10% por 14 dias en observo la expresion de los genes: COL1A1, SOX9, AGR y
COMP, mientras que se observa una banda muy tenue de COL2A1. Cuando las células
CTM-CD90+ de SPM indicadas se cocultivaron con CPCA y SBA, solo se observé la
expresion de los genes COL1A1 y SOX9, mientras que se observé una banda muy tenue

AGR y COMP (ver figura 30).
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Cond1 Cond 2 Cond3 Cond 4

GADPH

AGR

COMP

coLl

COLI

SOX-9

Figura 30. Expresion génica por RT-PCR de las células SPM-CTM-CD90+ (expandidas
con SBA “DEFINIDQ”), previamente inducidas por 7 dias, con medio condicionado y
cultivadas, sin o con TGF-B1. Cond 1) células SPM-CTM-CD90+ cultivas por 7 dias con
20% de DSFB; Cond 2) células SPM-CTM-CD90+ cultivas por 7 dias con 20% de DSFB +
TGF-B1; Cond 3) células SPM-CTM-CD90+ cultivas por 7 dias con MC; y Cond 4) células
SPM-CTM-CD90+ cultivas por 7 dias con MC + TG.F-B1 (se usaron 150 ng de ARN,

1mcM de prmers, 30 ciclos con equipo Tetro-One setp BIOLINE).

Cuando se aplicé la condicién de cultivo con SBA10%+ TGF-B1, se observo la expresion
de los genes COL1Al, SOX9 y AGR, y bandas muy tenues para COL2A1 y COMP. Por
ultimo cuando las células fueron se co-cultivadas con SBA + TGF-1, solo se observo la
expresion de los genes: COL1AL1 y SOX9 y una banda muy tenue de AGR y COMP (ver

figura 31).
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Cond1 Cond 3 Cond 4 d5 d6
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GADPH

AGR

COMP

COLII
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Figura 31. Imagen del andlisis de expresidon génica del seguimiento a 14 dias de las
condiciones experimentales (las células de dénde se origind el experimento fueron
expandidas en cultivo primario con SFB “DEFINIDO”). Cond 1) células SPM-CTM-CD90+
inducidas por 7 dias con MC + 14 dias de 10% de SBA; Cond 2) células SPM-CTM-
CD90+ inducidas por 7 dias con MC + 14 dias de 10% de SBA + TG.F-B1; Cond 3)
células SPM-CTM-CD90+ inducidas por 7 dias con MC + 14 dias de cocultivo paracrino
con condrocitos primarios; Cond 4) células SPM-CTM-CD90+ inducidas por 7 dias con
MC + 14 dias de cocultivo paracrino con condrocitos primarios + TG.F-B1; Cond 5 y Cond
6) condrocitos primarios de cartilago articular (se usaron 150 ng de ARN, 1mcM de

prmers, 30 ciclos con equipo Tetro-One setp BIOLINE).
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6.6.2 Diferenciacién a un fenotipo condral de células CTM-CD90+ aisladas de sangre
periférica movilizada que previamente fueron inducidas. (Prueba de factores de

crecimiento y compuestos quimicos)

El propésito de este experimento fue corroborar lo descrito en la literatura en donde se
han empleado varios factores de crecimiento pertenecientes a la familia del TGF y BMP
para diferenciar las CTM, asi como también varios compuestos quimicos que pueden

favorecer la diferenciacién a un linaje condral.**®®

Como resultado del seguimiento por 14 dias de las condiciones experimentales a las que
fueron sometidas las células CTM-CD90+ aisladas de SPM, con previa induccion con MC
por 7 dias. Para el cultivo con ITS las células presentaron una morfologia redondeada (ver
figura 32 A), semejante a las de los condrocitos primarios (ver figura 28 A); se observo la
expresion los genes COL1ALl, COMP y SOX9, asi como bandas tenues para COL2A1 y
AGR (ver figura 33). Para la condicion de cultivo donde se empleé TGF-B1 mas BMP-7, la
morfologia celular se mantuvo semejante a fibroblastos (ver figura 32 C), se encontré la
expresion de los genes COL1A1, COL2A1, SOX9 y COMP pero no la expresion de AGR
(ver figura 33). De igual forma en la condiciébn en donde se empleé dexametasona mas
TGF-B1, la morfologia celular se mantuvo semejante a fibroblastos y se encontré la
expresion de los genes COL1A1, COL2A1, SOX9 y COMP pero no la expresion de AGR
(ver figura 33). Solo en la condicién donde se emple6 el BMP-7, las células presentaron
una morfologia redondeada semejante a las de los condrocitos primarios (ver figura 32 B),
y se encontrd la expresién de COL1A1, COL2A1, SOX9, COMP y AGR (ver figura 33),
expresion similar a la que encontramos en el cultivo primario de condrocitos de cartilago

articular de borrego (ver figura 31, Cond 5 y Cond 6).
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Figura 33. Imagen de la morfologia del seguimiento a 14 dias de las condiciones

experimentales a las que fueron sometidas las células CTM-CD90+ aisladas de SPM, con
previa induccion con MC por 7 dias, (las células de donde se originé el experimento
fueron expandidas en cultivo primario con SFB “definido”). A) células CTM-CD90+ SPM,
inducidas y cultivadas 14 dias con ITS; B) células CTM-CD90+ SPM, inducidas y
cultivadas 14 dias con BMP-7; C) células CTM-CD90+ SPM, inducidas y cultivadas 14
dias con BMP-7 + TGF-31; y D) células CTM-CD90+ SPM, inducidas y cultivadas 14 dias

con dexametasona + TGF-$1.
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Cond 3 Cond 4

GADPH

AGR

COMP

coLn

COoLI

SOX-9

Figura 33. Andlisis de la expresion de genes en las condiciones de diferenciaron después
del seguimiento a 14 dias de las condiciones experimentales a las que fueron sometidas
las células CTM-CD90+ aisladas de SPM, con previa induccién con MC por 7 dias, (las
células de donde se originé el experimento fueron expandidas en cultivo primario con
SFB “definido”). Cond 1) células CTM-CD90+ SPM, inducidas y cultivadas 14 dias con
ITS; Cond 2) células CTM-CD90+ SPM, inducidas y cultivadas 14 dias con BMP-7; Cond
3) células CTM-CD90+ SPM, inducidas y cultivadas 14 dias con dexametasona + TGF-1;
y Cond 4) células CTM-CD90+ SPM, inducidas y cultivadas 14 dias con BMP-7 + TGF-1
(se usaron 150 ng de ARN, 1mcM de prmers, 30 ciclos con equipo Tetro-One setp

BIOLINE).
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6.7 Extracciéon de ARN de células CTM-CD90+ aisladas de sangre periférica

movilizada sembradas en tres diferentes andamios
Se probaron los tres siguientes andamios:

A. BioSponge (andamio comercial).

B. Andamio 1, hecho en el INR LG II. Esta constituido por 3% de alginato y 0.1% de B-
TCP.

C. Andamio 2, hecho en el INR LG II. Esta constituido por 3% de alginato y 1% de B-TCP

y 0.3% de glucosa.

En cada andamio se sembraron 2.5x10° células CTM CD90+ SPM previamente

expandias con 20% DSFB y cultivadas con 10% de SBA en medio DMEM por 14 dias

(ver figura 34).

Figura 34. Fotografia del cultivo de los diferentes andamios con los que se evaluo la
extraccion de ANR. Andamio A) BioSponge sembrado con SPM CTM-CD90+; B) Andamio
1, hecho en el INR LG I, esta constituido por 3% de alginato y 0.1% de B-TCP sembrado
con SPM CTM-CD90+; y C) Andamio 2, hecho en el INR LG II, esta constituido por 3% de

alginato y 1% de B-TCP y 0.3% de glucosa sembrado con SPM CTM-CD90+.
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Después de los 14 dias de cultivo se evalud la viabilidad celular al tefir las células con

calceina se encontraron células viables en los tres andamios como se muestra en la figura

35.

Figura 35. Viabilidad de las células CTM-CD90+ SPM sembradas en los tres andamios
que se avaluaron, las células viables tefidas por la calceina se observan de color verde.
A) BioSponge (andamio comercial); B) andamio 1, hecho en el INR LG II. Esta constituido
por 3% de alginato y 0.1% de B-TCP; y C) andamio 2, hecho en el INR LG Il. Esta
constituido por 3% de alginato y 1% de B-TCP y 0.3% de glucosa (S= parte superior del

andamio, C= parte central del andamio y I= parte inferior del andamio).
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En los tres andamios se realiz6 una inmunofluorescencia para la proteina colagena del
tipo 102 (COL1A2) que se detectado en las células CTM-CD90+ SMP, encontrdndose la
expresion positiva de esta proteina en las células cultivadas en los tres andamios (ver

figura 36).

COL1A2 (PerCP). Control

Figura 36. Inmunofluorescencia se estableci6 la expresion de de colagena del tipo 102
(COL1A2 marcada con PerCP de color rosa) y los nucleos se observan tefidos con azul
(tenidos con DAPI). A) BioSponge (andamio comercial); B) andamio 1, hecho en el INR
LG Il. Esta constituido por 3% de alginato y 0.1% de B-TCP; y C) andamio 2, hecho en el
INR LG II. Esta constituido por 3% de alginato y 1% de B-TCP y 0.3% de glucosa (S=
parte superior del andamio, C= parte central del andamio y I= parte inferior del andamio).




Al momento de hacer la extraccion de ARN, éste solo se pudo extraer en cantidad y

calidad para el andlisis de expresion de genes en los andamios Ay C (ver figura 37).

C

A B

Figura 37. Imagen de los geles donde se evalud la calidad de la extraccion ARN de los

andamios que se probaron. A) BioSponge mas SPM CTM-CD90+; B) Andamio hecho en
el INR LG Il, esta constituido por 3% de alginato y 0.1% de B-TCP méas SPM CTM-CD90+;
y C) Andamio 2 hecho en el INR LG I, esta constituido por 3% de alginato y 1% de B-TCP

y 0.3% de glucosa mas SPM CTM-CD90+.

También se avalué la expresion de genes: COL1Al, SOX9, AGRECANO (AGR),
COL2A1, COMP y GAPDH como gen constitutivo, de los andamios en donde se pudo
extraer el suficiente ARN. Para BioSponge se encontr6 la expresion de COL1A1, SOX9,
AGR, COMP y GAPDH, para los andamios A y B solo se detecté la expresion de COL1A1

(ver figura 38).
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MPM GADPH ARG COMP CcoL2 coL1 SOX9
PB 101 PB 123 PB 153 PB 154 PB 102 PB162
300PB

200PB

100PB

BioSponge

300PB

200PB

100PB

3% de alginato y 0.1% de B-TCP

300PB

200PB

100PB

1% de B-TCP y 0.3% de glucosa

Figura 38. Imagen del analisis de expresion de los tres andamios que se evaluaron (Se
usaron 150 ng de ARN, 1mcM de prmers, 30 ciclos con equipo Tetro-One setp BIOLINE).

Para complementar el estudio se realizo el andlisis de expresion de los genes: RUNX2,
OCN, COLX, COL1, OPN y GADPH como gen constitutivo. A partir de una muestra de
ARN que se extrajo de dos muestras de hueso de un fémur de borrego cadavérico (ver

figura 39).

MPM GADPH RUNX2 OCN COLX coL1 OPN
PB 101 PB 123 PB 153 PB 154 PB 102 PB165

300PB

200PB

100PB

Muestra de hueso de fémur de borrego 1

Muestra de hueso de fémur de borrego 2

Figura 39. Imagen del analisis de expresion del ARN que se extrajo de hueso del fémur de
borrego (Se usaron 150 ng de ARN, 1mcM de prmers, 30 ciclos con equipo Tetro-One
setp BIOLINE).
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6.7.1 Expresion de genes caracteristicos de cartilago articular en células troncales
mesenquimales CTM-CD90+ SPM diferenciadas a cartilago en un andamio en 3D

(BioSponge).

Como resultado de este ensayo se logré6 demostrar que células CTM-CD90+ SPM
expandidas en 20% de DSFB en primer pase sembradas sobre el BioSponge (ver figura

40), pueden ser diferenciadas a un fenotipo de condrocito hipertréfico.

Figura 40. Imagen A) células CTM-CD90+ SPM expandidas en 20% de DSFB en primer
en monocapa; B) cortes del andamio BioSponge de 16x16 mm antes del cultivo; C)
BioSponge sembrado con CTM-CD90+ SPM, M1= cultivado con BMP-7 y M2= cultivado
con TGF-B1.

79

N
—



Como resultado del cultivo de las CTM-CD90+ SPM en segundo pase en el BioSponge
con BMP-7 se encontré la expresion los genes caracteristicos de cartilago articular que
previamente fueron establecidos (COL1Al, SOX9, AGR y COL2A1 (ver figura 41). Asi
también se encontrd la expresion de los genes colagena X, osteocalcina y Osteopontina.
Por otra parte no se encontré la expresiéon del gen del Factor de transcripcion 2
relacionado con Runt (RUNX2). Lo que indica que en la expresién de genes las células en

cultivo presentan un fenotipo de condrocito hipertréfico (ver figura 42).

MPM GADPH ARG COMP CoL2 CcoL1 SOX9
PB 101 PB 123 PB 153 PB 154 PB 102 PB162

300re "™ L ﬁ

Figura 41. Analisis de expresion de genes caracteristicos de condrocitos articulares de
borrego con las SPM CTM-CD90+ sembradas en el andamio BioSponge, durante 14 dias

en cultivo con medio DMEM SBA 10% + BMP-7 a una concentracion de 100ng/mL.

MPM GADPH RUNX2 OCN COLX OPN
PB 101 PB 123 PB 153 PB 154 PB 165

300PB

200PB

100PB

Figura 42. Andlisis de expresion de genes caracteristicos de hueso de borrego con las
SPM CTM-CD90+ sembradas en el andamio BioSponge, durante 14 dias en cultivo con

medio DMEM SBA 10% + BMP-7 a una concentracion de 100ng/mL.
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Cuando las células CTM-CD90+ SPM en segundo pase en el BioSponge fueron cultivas
por 14 dias con TGF-B1, solo se obtuvo la expresién de los genes AGR, COL1 (ver figura

43) y OPG (ver figura 44).

MPM GADPH ARG COMP COoL2 coL1 SOX9
PB 101 PB 123 PB 153 PB 154 PB 102 PB162

300PB

200PB

100PB

Figura 43. Andlisis de expresion de genes caracteristicos de condrocitos articulares de
borrego con las SPM CTM-CD90+ sembradas en el andamio BioSponge, durante 14 dias
en cultivo con medio DMEM SBA 10% + TGF-f1 a una concentracion de 10ng/mL.

MPM GADPH RUNX2 OCN COLX OPN

PB 101 PB 123 PB 153 PB 154 PB 165
300PB

200PB

100PB

Figura 44. Andlisis de expresion de genes caracteristicos de hueso de borrego con las
SPM CTM-CD90+ sembradas en el andamio BioSponge, durante 14 dias en cultivo con

medio DMEM SBA 10% + TGF-B1 a una concentracion de 10ng/mL.
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VII. Discusién

Este estudio describe el desarrollo de un modelo de diferenciacién de CTMs a la linea
condral, en un modelo pre-clinico proporcionando las bases para el desarrollo de nuevas
estrategias en el tratamiento quirdrgico de las lesiones condrales focalizadas en rodilla

previniendo asi el desarrollo de Osteoartritis temprana en pacientes jovenes.

Recientemente, las CTMs han tomado auge en el area de la ingenieria tisular, siendo la
médula 6sea la fuente principal de ésta linea celular, considerandose como el estandar de
0ro.®® Por razén, en la primera etapa del estudio se aisl6 y se diferencié a condrocito una
poblacion de CTM CD90+ obtenidas de la médula ésea por puncién de la cresta iliaca en

las borregas.

Al igual que lo reportado en CTM C90+ aisladas de otros tejidos como el liquido sinovial.®
El perfil de expresion génica que encontramos en las CTM CD90+ MO corresponde al de
células que ya se encuentran comprometidas hacia el linaje condral. Ya que antes de la
diferenciacién de las CTMs CD90+ MO mostraron la expresion de genes caracteristicos
de cartilago articular: COL2A1, SOX9 y COPM, asi como los genes relacionados con la
hipertrofia COL1A1, OCN, COLX y OPN. Sin embargo, la expresion del gen de AGR se
observé después de la induccion con MC y el cocultivo paracrino con condrocitos
primarios en medio suplementado con TGF-B1 por 14 dias. La expresion de los genes
COL1Al1, OCN, COLX y OPN no se perdi6 después del proceso de diferenciacion
obteniéndose un fenotipo condrocito hipertréfico, o que concuerda con lo reportado por

Hwang y clos (2011).%

Una vez estandarizados los cultivos y la diferenciacién de las CTMs aisladas de MO.
Como una segunda etapa de este estudio se realiz6 un proceso de movilizacién celular
con la administraciéon de G-CSF (recombinate humano) para el aislamiento de CTMs de

sangre periférica con el objetivo de optimizar una fuente celular que reduzca los indices
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de morbilidad y dolor post-operatorio originado en la toma de médula 6sea de la cresta

iliaca.

A pesar de que la homologia reportada del G-CSF humano y del borrego es del 81%,
después la segunda dosis del G-CSF conseguimos duplicar el conteo de leucocitos en la

circulacion sistémica de las borregas, similar a lo reporté por Juthier cols. (2006).%®

Durante el tratamiento para la movilizacién con el G-CSF el primer marcado de superficie
que se incrementd después de la segunda dosis fue el CD34 lo que deja de manifiesto
que el tratamiento afecta primero la poblacién de células troncales hematopoyéticas del
nicho en la MO, debido a la inhibicion de las proteinas VCAM-1 y CXCR4 y la produccion
de la metaloproteinasa 9, que facilitan que las células troncales primero puedan
desanclarse del nicho de la médula ésea y luego penetrar a los vasos sanguineos para

llegar a la circulacion sistémica.™

Al cuarto dia (después de la tercera dosis del G-CSF) el marcador CD90 se incremento de
forma significativa, lo que favorecié su aislamiento por medio del anticuerpo anti-CD90

acoplado a perlas superparamagnéticas.

Por otra parte, el aislamiento de las CTMs en sangre periférica movilizada se ha reportado

° conejos,** perros,” ratones,”

en varias especies de mamiferos incluyendo cerdos,®
ratas,”? y seres humanos’®. La presencia de las CTMs en tejidos tan variados, habla de la
capacidad de las CTM de adaptarse a diversos nichos tisulares. La aportacion de
nutrientes puede ser alta como en la médula 6sea o minima como en el limbo de la
cornea. Contando con esta evidencia, nosotros empleamos un medio de cultivo estandar

(DMEM) suplementado con suero de borrego adulto. Esto como una primera estrategia

para la expansion de las CTMs CD90+ SPM y que resulto exitosa cuando se expandieron
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las CTMs CD90+ MO. Sin embargo las células adquirieron una morfologia esférica y poco

adherente que solo proliferaron cuando se cultivaron con MC.

Al tratar de diferenciar a condrocito las CTMs CD90+ SPM cultivadas en SBA bajo el
mismo esquema que las CTM, CD90+ de MO, solo se obtuvo la expresion del constitutivo

GADPH y AGR.

Se ha reportado que la morfologia esférica en las CTMs inhibe la polimerizacion de la
actina en los microfilamentos intracelulares, la expresion de Sox9 y la posterior sintesis de
las proteinas caracteristicas del cartilago articular (COL2A1 y AGR). Por esta razon el
cambio de la forma esférica a fibroblastoide resulta crucial para lograr su diferenciacion a

condrocito.*"®

Favaron y cols. (2014), reportaron exitosamente el empleo de suero fetal bovino “definido”
para la proliferacion de CTMs con morfologia fibroblastoide.” Por lo que se decidi6
emplear esta condicion de cultivo para la expansion in vitro de las CTMs CD90+ SPM.
Después de la expansion in vitro obtuvimos CTMs CD90+ SPM con morfologia
fibroblastoide, que mantuvieron la expresion de los marcadores de superficie: CD73,

CD90 y CD105, en més del 90% de las células en cultivo en primer pase.

El perfil de expresion las CTMs CD90+ SPM expandidas con SFB “definido” mostraron los
genes: ARG, COL1A1, SOX9, COMP, OCN, COLX y OPN. Desconocemos la razén por la
gue no se obtuvo la expresion de COL2A1 cuando se intentd diferenciar las CTMs CD90+

SPM a condrocito bajo el mismo esquema que las CTMs CD90+ MO empleando TGF-31.

Segun lo reportado mediante el empleo de protocolos alternativos para la diferenciacion a
condrocitos de CTMs."® Decidimos usar BMP-7 para la diferenciacién en monocapa de las

CTMs CD90+ SPM expandidas con SFB “definido”. Como resultado, se obtuvo la
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expresion del gen COL2A1, junto con los genes caracteristicos de cartilago articular e

hipertrofia observados desde la expansion en SFB “definido” de CTM CD90+ SPM.

Cuando las CTMs CD90+ SPM fueron sembradas en el andamio en 3D Biosponge, estas
mantuvieron el mismo perfil de expresién génica de las células expandidas con SFB

“definido” en monocapa.

Después de la diferenciacién de las CTMs CD90+ SPM sembradas en el Biosponge (2,5
mm) con el BMP-7 en SBA 10% y 14 dias de cultivo, al igual que en el cultivo de
diferenciacibn en monocapa se obtuvo un perfil de expresion génica de condrocito
hipertrofico, similar al que encontramos en condrocitos primarios recién aislados del
cartilago articular de borrego en donde se identificd la expresién de los genes: ARG,

COL1A1, COL2A1, SOX9, COMP, OCN, COLX y OPN. Sin la expresion del gen RUNX2

que se ha descrito en hueso.”’

VIII. Conclusiones

Es factible aislar CTMs a partir de SPM en borrego y expandir las in vitro, y lograr su

diferenciacion hacia un fenotipo similar al de condrocitos hipertréficos.

Nuestros resultados ofrecen un modelo animal en borrego para obtencidn practica de
CTMs y con aplicaciones en ingenieria de tejidos y en modelos de diferenciacién celular.
Este modelo puede ser empleado en el campo de la ortopedia para el desarrollo de
estudios preclinicos para el desarrollo de nuevas estrategias en la regeneracion del

cartilago articular.
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IX. Perspectivas

Las investigaciones que le den seguimiento a este trabajo estardn enfocadas en mantener
el fenotipo de los condrocitos primero sobre un andamio tridimensional por periodos
prolongados de tiempo y después al ser injertados en un andamio en un ratén atimico por

un periodo al menos de 1 meses.

—
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XI. Anexo

Se anexa el articulo de los resultados del proyecto, correspondiente a la técnica de
aislamiento, caracterizacion y expansion in viro de las células troncales mesenquimales

CTM-CD90+ aisladas de sangre periférica movilizada en borrego.
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marrow cells possess the potential to ditferentiate into by crystal violet staining was 47.59 h. This study
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from MPB by means of the administration of Granu-

locyte-Colony Stimulating Factor and to evaluate cell Keywords Mesenchymal stem cells - Mobilized
proliferation capacity, after thawing of the in vitro penpheral blood - Cryopreserved CD90+ cells
culture of this population of mesenchymal stem cells

(MSCs) in sheep. We obtained a median of 8.2 + 0.6
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repair of damaged tissues and that can safely be
transferred to therapy in humans. This has encouraged
nvestigators (o experiment with mesenchymal stem
cells (MSCs) mobilized in bone marrow (BM) to
peripheral blood by means of treatment with Granulo-
cyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) (Chao ct al.
1993: Schmitz et al. 2005). This mechanism of action
described for mobilizing MSCs to peripheral blood is
based on the negative modulation of the surface
molecuk:  of Vascolar Cell  Adbesion  Maoxiel-1
(VCAM-1) and inhibition of nestin in nestin-positive
MSCs localized i the vascular compartment of the BM
niche (Hopman and DiPersio 2014: Sousa et al. 2014),
favoring its release from the niche and migration of these
through the intramedullary cavity into peripheral circu-
lation (Sahin and Buitenhuis 201 2: Salvucei etal. 2012).

Al the end of the past century, criteria were
established for identification of MSCs in humans:
adherence capacity to culture Hasks under standard
conditions of in vitro culture, expression of positive
cell surface markers for CD73, CDY0 and CD10S and
negative for CD34 and CD45. and the differentiation
capacily of at Jeast three cellular lineages (osteoblas-
tic, chondroblastic and adipogenic) (Dominici et al.
2006; Pittenger et al. 1999),

MSCs populations have been identified in mobi-
lized peripheral blood (MPB) that has been charac-
terized by CD1054, CD9O+, CD734, CD31-,
CD34—, and CDI5— surface markers (Rammal et al.
2013; Villa-Diaz et al, 2012). For the particular case of
MPB-isolated MSCs. their plasticity has been demon-
strated by differentiation to adipocytes, chondrocytes
and osteoblasts (Jin et al. 2008; Tondreau et al. 2005).

Studies in which BM cells have been obtained from
sheep have evaluated their potential as experimental
models in the field of Orthopedics. They have been
employed as CD29, CD44 and CD166 MSCs markers.
inan attempt to establish the number of MSCs in sheep
BM, obtaining positive cells to these antibodies
(McCarty et al. 2009). However, in sheep MPB. cells
that are positive for the CDY0 MSCs marker have not
been characterized, isolated or expanded in vitro.

Therefore, m the present study, we decided 10
isolate by means of magnetic pearls, the CD90+ cells
of sheep MPS by means of the admimstration of
G-CSF, and to evaluate the proliferation capacity of
the in vitro culture of this MSCs popalation.

Q) Springer

N

94

Materials and methods
Characteristics of the sheep

We employed four male Suffolk sheep weighing
between 60 and 70 kg, who were stabled in an adequate
arca designed as an animal facility. Sheep were
managed by establishing their individual climcal
history. describing in detail state of health and body
condition, upon their admittance into the animal
facility, All animals received human care in compli-
ance with the “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals™ published by the Nattonal Insti-
wites of Health (NIH publication 85-23, 1985, cited
2011), Experimental studies were conducted in accor-
dance with NOM-062-Z00-1999. the Animal Protec-
uon Law for the Federal District and the General
Health Law Related to Health Rescarch (2001).

Bone marrow cell mobilization to peripheral blood
in sheep

For mobilization of stem cells to peripheral blood. two
sheep received three doses every 24 h of G-CSF
(Filgrastim: Amgen, Thousand Oaks. CA, USA) at a
dose of 10 pg/kg body weight, subcutaneously (sc).
On day 4, they were administered 20 mL of MPB from
the jugular vein mixed with beparin 100 1U/ml., also
sC.

Pre- and post-operative care given to sheep
for MPB obtention

MPB obtention was performed with the sheep standing
without sedation, because the procedure was mini-
mally invasive and no discomfort in the animals was
observed during or after i, For sampling, the first
Jugular groove arca was shaved, antisepsis of the area
was conducted with a solution of wdine and 70 %
cthyl alcobol, threefold. A 166G needle was used for
phlebotomy. taking into account the sample volume
collected (20 mL). The sample was poured into 4
sterile (12 x 75 mm) tubes with heparin. All the tubes
were gently shaken before sending them to the
laboratory for processing. After drawing the MPB
sample, the sheep retumed to its yard where it was
monitored by the animal facility staff until recovery.
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Isolation of CD90+ cells

The CD90+ cells contained in the peripberal blood of
the sheep after mobilization with G-CSF were sepi-
rated. first together with the monoauclear cells by means
of the concentration gradient, in a laminar flow bell
(Forma Scientific, Inc., Marietta, OH, USA). Each
sample was placed in polypropylene tubes (30-ml.
capacity) for centrifugation. Subsequently, a 1:2 dilu-
ton with phosphate buffer solution (PBS) (Gibco
Invitrogen, Grand Istand, NY, USA) was carmied out.
with addition of antibiotics/antimycaotics at | % (Peni-
cillin 10,000 UL Streptomycin 10,000 g, and Ampho-
tericin B 25 pg). We prepared 15 mL of Ficoll Pague
(Amersham Brosciences, Piscataway, NJ, USA) i
sterile, S0-mL polypropylene tubes (cat. CLS430829,
Coming) and added 25 mL of the sample diluted in
blood and PBS. with great care in order not to break
surface tenston, and to achieve a final volume of 40 ml_
Later, this was centrifuged at 400g for 30 min. After
centrifuging. a fraction of monoauclear cells was taken
to initiate the CDY04 cell separation procedure, using
the magnetic-activated cellular separation Kit (Miltenyi
cat, 130-042-303) with the anti-CDY0 monocional
antibody (Miltenyi cat. 130-096-253) coupled with
miagnetic particles through LS cell separation columns
(Miltenyi cat. 130-09%-253). From the total number of
CDO0+ cells obtained, we produced 1 x 10° cell
aliquots for characterization by Flow Cytometry (FC)
and aliquots of § = 107 cells/mL. for eryopreservation
in fetal bovine scrum {Gibco cat. 10082139) supple-
mented with 10 % dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich
cat, D5879), Samples were then stored in liquid nitrogen
at —196 °C.

Characterization by flow cytometry

For the CD%0+ MSC authentication, after isolation of
the mononuclear cells, we set apart a $ x 10° cell
aliquot in 1 mL for evaluating the presence of stem
cell markers by means of FC. The marking procedure
was as follows: once the cells had been separated from
the Ficoll and washed with PBS, a portion of
approximately 2,5 x 10* cells are placed in polystyr-
ene tbes [Falcon: Becton-Dickinson (BD)] with
10 pl of the antibady suspension and were left 1o
incubate for 30 min at 4 °C. The monoclonal (directly
conjugated) antibodies applied were: FITC-conju-
gated CD9O (50 pg/ml, mouse IgGlx, cat. 555595).
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PE-conjugated CD14 (20 pg/ml, mouse 1gGbk, cat.
340660), FITC<conjugated CDI0S (5 pg/ml, mouse
IgGix, cat. 561443), and PE-conjugated CDI66
(20 pg/ml, mouse 1gGlk. cat. 559263) all from BD
PharMigen™ (Califoenia, USA). The samples and or
unlabelled controls were included for cach antibody
and used to set the gating on the flow cytometer. Data
were sequired in a BD FACSCalibur flow ¢ytometer
and analyzed by CellQuest™ PRO software (Becton—
Dickinson) with a mean of 20,000 events, This
procedure was repeated cach time that CD90+ cells
were oblained from the sheep,

Culture of the mesenchymal stem cells

After 2 months, cryopreserved CD90+ cells were
thawed and cultured. We proceeded to expand for each
research subject, a § x 107 cell aliquot by triplicate in
2-dimensional (2D) culture in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM; Gibco-Life Technologies,
USA, cat. 11960-044), enriched with 10 % adult sheep
serum (SBA; BIO-WEST. Inc. cat. S4190-100), with
addition of anubioticsantimycotics at 1 % (Gibeo-
Life Technologies). The cultures were maintained in
an incubator at 37 °C with § % of CO,, in 6-well
culture plates for a 15-day period until %) % conflu-
ence was reached. Crystal violet-technique staining
was performed at days 2, 4, 8, 11 and 15. The cells
maintained in culture up to day 15 were marked with
the previously described panel of antibodies and we
proceeded to conduct their analysis by FC to establish
immunophenotype.

Charactenization by immunolluorescence

CDY0+- cells after 15 days of culture, were first passed
o @ mononuclear layer and fixed with 2%
paraformaldehyde for 20 min. Each sample was
washed with (1.5 mL of PBS, followed by a solution
of PBS/albumin | Sfuriton 0.3 % during 20 min to
block unspecific binding sites, Subsequently, primary
antibodies were incubated overnight at 4 °C at a
concentration of 10:40 pL. using the following anti-
bodies: anti-CD14. (100 pg at | mg/ml. mouse IgGlx,
ABCAM cat. ab60B3), anu-CD166 (100 pg at | mg/
ml. mouse 1gG., ABCAM cat. ab78649), anti-CD90
(100 pg at 1 mgiml, mouse IgGix, ABCAM cal
ah225) and CDI05 (200 pg/ml, rat 1gG2ax SANTA
CRUZ cat. sc-71042). Afterwards, it was washed 2
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umes with PBS/riton 0.1 % and secondary antitexties
anti-IgG-FITC (molecular probes, cat. 65-6111), anti-
IgGI-FITC (ABCAM, cal, ab97239) and anti-1gG2a-
FITC (ABCAM. cat. ab97244) were placed. coupled
to a fluorophore. Control isotype antibodies were also
used: mouse IgG1, kappa monoclonal-isotype control
(ABCAM cat. ab170190): rabbit 1gG, polyclonal-
isotype control (ABCAM cat. abl71870) and mouse
1gG2a. kappa monoclonal-isotype control (ABCAM
cat, abI8415), at a concentration of 1:50 pL at 37 °C
for 2 h. It was washed once more with PBSftriton
0.1 % 10 remove the excess secondary antibody.
Finally, the slides were mounted with DAPI mounting
medium  Vectashield (Vector cat, H-1200). The
images were captured in a pyramid microscope Carl
Zeiss Axio system image Vision 4.8.2

Determination of cellular proliferation

Cell proliferation determination was carried out by
means of crystal violet staining technigue as previ-
ously described by Kueng et al. (1989). For this. we
removed the culture medium and left the culture 1o ar-
dry. Immediately afterwards, the cells were fixed with
glutaraldehyde 1.1 % (Sigma-Aldrich, cat, GSBE2) for
10 min, after which we removed the excess of fixative,
washed the cells with distilled water and again left
them to air-dry. We then proceeded to stain the cells
with crystal vielet dye at 0.1 % (Sigma-Aldrich) for
10 min. after which we removed the excess dye by
means of washes with distilled water and left to air-
dry. Finally, the dye was solubilized in acetic acid
(Sigma-Aldrichy at 10 % under shaking for 20 min.
and absorbance was measured at 620 nm m a DTX
300 spectrometer (Beckman—Coulter). Photogruphs of
the stained cells in the wells were taken with a Zeiss-
brand invertoscope with the AxioVision ver. 4.8.2

Day2 Day4

Days Day 11

01

—p—i
J

é 012

- |
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ao0, 4

o

Dyt Owy 2 Day® Day 11 Day 5

Fig. 2 Proliferation in vitro of CDY90+4 cells 1solated from
quantified MPB cells after thawing. by crystal vioket staining,
through absorbance measurement at 620 am

software program. To calculate duplication time of the
cells under culture, we first calculated the growth rate
utilizing the following formula: (median absorbance
value obtained at day 15 minus absorbance value
obtained at day 2) divided by (absorbance value
obtained at day 2), multiplied by 100, Finally, the
calculation of cellular duplication time was obtained
by dividing the duplication constant (70} by the
percentage value of the growth rate, with the result
expressed in hours.

In vitro differentiation of mobilized MSCs
into mesenchymal tissues

In order to charactenize MSCs obtained from MPB and
demonsarate their functionality before and after cry-
opreservation, in vitro differentiation into mesenchy-
mal tissues like osteoblasts. chondrocytes, and
adipocytes was induced. Cells were cultured i six-
well plates at a plating density of 1.6 x 107 cells/cm’.

Day 15

Fig. I Morphology and peoliferation potential by crystal vioket stwining at days 2, 4.8, 11 and 15 of in vitro culure after thawing of
mobilized peripberal blood (MPB-isolaed CD90 4+ cells in sheep
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. . and ascorbic acid (50 pg/mL). Medm were changed
" s . 2 N ‘ . er P -

(a1 every third day. For adipogenic differentiation. cells
o were ncubated i medium  contiming: DMEM,
medium supplemented b-FGF (10 ng/mL). dexam-
ethasone (1 x 107 M) and insulin (1 pM). Cultures
; were incubated during |5 days and media were
changed every third day.
.
Cell layer and tissue staining
> .
—— Y
2 . . -
= ' Cell cultures were stained for alkaline phosphatase,
! Alcian blue, and o1l red O staiming assays, Cartilage
Lyl ) L I inll,

Fig. 3 Comparson of immunophenoeype determined by flow
cytametry for the panel of CDI14, CDYO, CDIOS and CDIGG
antibedlies, from the day CDY9O 4 cells o laed from MPR
(Basal D1) and day 15 of culture after thaw ({DMEM DI5)
*p < .05 by companisoa with Mann-Whitney {

test

For osteogenic differentiation, a 70 % subconfluent
culure of mobilized MSCs from passage P2 was used
Cells were incubated in osteogenic medium contain-
ing: DMEM, medium supplemented b-FGF (10 ng/
mL), BMP-2 (10 ng P-glycerol
(10 mM), ascorbic acid (50 pg/mL), and dexametha-

107" M). After 15 da
were observed positive for alkaline phosphatase. For

/mL) phosphate

sone {1 x vs bone cell nodules
cartifuge differentiation, the same cell confluency was
used. Cultures were incubated for 15 days in chon-
drogeme medivem, coptamning: DMEM, medium sup
plemented b-FGF (10 ng/mL). kartogenin (10 pM),

CD%0

CD14 isotype control CDS0 isotype control

Fig. 4 Immunofluorescence in CDO%% isolated cells from
MPB after thowing at 15 days of maono cultare. for

superficial cell markers CD 4. CDA), CD10S. and CD166. Cell
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matrix deposition in cells cultured with chondrogenic
medium before and after thaw was assessed by Alcian
blue staining. Cell layers were stained with Alcian
blue (1 % in 3 % acetic acid) for 30 min, washed three
tmes for 2 min in 2 % acetic acid, rinsed once with
water. To assess osteoblast differentiation, alkaline
phosphatase  stain
extracted in 2 mL of lysis buffer (100 mM Tris-
HCIE, pH 9.0, 200 mM NaCl, 0.2 % Nonidet P-40),
0.2 % Trton X-100, 1 mM MgSO,. 1 mM phenyl-
methylsulfoayl fuoride and 10 pg/ml. aprotmin) by
rotating plates for 30 min at 4 °C. Reaction mixtures,
containing 50 b, of extract, 200 pl. buffer, and
250 pL of phosphatase substrate (1 mg/mL in 20 %
diethanolamine-HCL, pH 9.8), were incubated for

wis used, Cell layers were

30 min at 37 “C, Oil red O staining assay was used
to measure adipogenic differentiation. Medium was

aspirated from plate dishes and cells were washed

cD108

CD166

CD105 isotype control CD166 sotype control

phenylindole [DAPT],
(FITC) flwarochrome- L
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| Basal D1, ¥= 42,52 % # 0.95
DMEM D15, X= 92.92 % + 1.29

u*'

Basal D1, ¥= 5.53 % + 0.86
DMEM D15, 3= 0.87 % = 0.66

B N

P

10!

Fig, § [mmunophenotyping of CDUYO+ cells isolated from
MPB, Dats represent the percentage of positive oells for each
fuoeosheome that was canjugsmed with cach of the monoclonal
antibodies wsed, agalnst the pamber of evens detected, Gray

once in PBS. Culture layers were fixed in 4 % PFA for
15 min and washed twice with ddH,O for 2-5 min.
Oil red O working solution to stain was applied and
left for 15 min; cells were then washed three times
with 1 PBS for 5 min. Finally, cells were rinsed with
50 % isopropanol once and | x PBS once.

Statistical analysis
All data are expressed as mean + standard deviations

(SD). Swatistical analysis was performed with the
STATISTICA StatSoft ver. 7 data analysis program.
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| BasalD1, %= 12,08 % + 0.58
DMEM D15, X» 0.70 % £ 0.31

109 w!
FLICD105
3
Basal D1, X= 8.57 % 4 0,86
8 DMEM D1S, X= 4,20 % £ 1.2§
=

peok, isotype control; red peak, basal CDA04- cells before
cryopreservation (Basad D1); preen peak, CDYO4 cells after
thawing in permary culture for 15 days (DMEM DI15). (Color
figure onling)

We compared all cell surface markers expressed in
CDY04- cells isolated on the day of MPB sampling and
on day 15 of them under culture. Comparison was
performed by the Mann-Whitney U test. A statisti-
cally significant difference was considered when the
value was pr < 0.05,

Results

We obtained a 20-mL sample of MPB from each
sheep on day 4, after the first dose of G-CSF was
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Fig, 6 In vitro GalTerentation of mobilized MSCe into mesenchymal tssues. Positive cells for alkaline phosphatase (osteoblasis. firn
rowh, Alcian blwe positive staning foe cartilage diffecentiation (midedle row ) and 0il red O foe adipocyte differentiation (fass row)

administered, with a mean of 196 x 10° 4
0.76 x 10" mononuclear cells after separation of the
concentration gracdient with the Ficoll, and a mean of
8.2 x 10° £ 058 x 10" CD904- cells isolated from
mononuclear cells by means of magnetic pearls.

Crystal violet staining of CD904- cells after thaw-
ing is shown in Fig. 1, with an established duplication
time for MPB-isolated CD904 cells of 47.59 h
(Fig. 2).

Immunophenotype for cells on the day CD90+
cells  were isolated was as  follows: CDI4
5.53 & 0,86 %; CDOD 4252 + 095 %; CDIOS
1208 £ 0.58 % and CD166 8.57 + 0.86 %. At day
15 under culture, immunotypes were the following:
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CDI4 087 £ 066 %; CDYO 9292 4 1.29 %:
CDI05 .70 £+ 031 %, and CD166 4.20 + 125 &.
Companisons with the Mann-Whitney U/ test among
cell surface marker readings on the first day and on day
15, were statstically significant for the increase in the
percentage of markers for CD90 mesenchymal cells,
while the opposite occurred for the CDI4 monocyte
marker and for the markers of mesenchymal cells
CDIOS and CDI66 (Fig. 3). Characterization by
immunofluorescence of surface markers for CDI14,
CDY0. CD105 and CDI66 is shown in Fig. 4, where at
15 days of culture in vitro afler thawing, the expres-
sion of these markers is retained in the cells. Figure 5
shows histograms for each of the markers overlayed
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with the control isotypes, In vitro differentiation of
mobilized MSCs into mesenchymal tissues after
15 days showed differentiation towards 3 lineages:
osteoblastic, ¢chondrogenic and adipogenic, positive
for their corresponding staining techniques (Fig. 6).

Discussion

This study describes for the first time isolation and
characterization in vitro of CD904 MSCs from
Mobilized peripheral blood (MPB) in sheep, Our
results show isolation is viable for the population of
CDY90+4 MSCs cells, as well as their expansion in vitro
after thawing,

The sheep is an ideal model for bromedical
research; it has been proposed as an animal model
for a broad gamma of applications, such as tissue
engineering, study of respiratory diseases, cardiomy-
opathies, neurological disorders, and prion discases
(Lyahyai et al. 2012). Studies have been conducted in
the field of tissue engineering for MSCs obtained from
BM in sheep (Lacitignola et al. 2014; Weber et al.
2011). However. MSCs isolation and characterization
in MPB in sheep has been sparsely studied (Juthier
ct al. 2006), and the majority of what has been
described in the literature has been focused on the
obtaining and characterization of hematopoietic stem
cells (Almeida-Porada et al. 2007; Porada et al. 2008).
Isolation of MSCs in MPB had been previously
reported in a variety of mammalian species including
pigs (Ham et al, 2013), rabbits (Fu et al, 2014), dogs
(Thomasson et al. 2003), mice (Lee et al. 2014), rats
(Deng et al. 2014), and humans (Kang et al. 2014),

Due to the fact that collection of peripheral blood is
a less invasive procedure than a BM biopsy, currently
considered the best source of MSCs (Bichack et al.
2008}, the mobilization of MSCs of BM 1o peripheral
blood through the employment of G-CSF would
represent a significant advantage for patients in the
design of future clinical applications, such as avtolo-
gous transplantation of chondrocytes (Iharra et al.
2014), Our group, through charactenzation of a MSCs
population (CD90+) in sheep. sought to establish the
foundation for future projects of cellular differentsa-
tion to tissues of interest such as cartilage. As a result
of this project, we standardized the separation tech-
niques with MACS for CD90O4 cells. its immunophe-
notype by FC. and duplication time and optimal

Q) Springer

conditions tor CD90+ cell propagation under in vitro
culture after 2 months of cryopreservation in liquid
mitrogen at —196 “C. We believe this population of
CD904- cells can be considered a source of MSCs for
experimental tissve-repair models in the future.

Conclusion

Isolation and in vitro characterization of CDY0+
MSCs from mobilized peripheral blood in sheep is
feasible, Our results show isolation is viable for the
population of CD904 MSCs cells, as well as their
expansion in vitro after thawing. This populatton of
CDY904- cells could be considered a source of MSCs
for experimental tissue-repair models, with consider-
able clinical applications in the near future.
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