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RESUMEN

La reparacion de lesiones de cartilago forma parte del trabajo activo de cientificos y
médicos de todo el mundo, ya que los dafios provocan cambios en el microambiente,
destruccion de matriz extracelular e incapacidad de regeneracion; la Ingenieria tisular
es la ciencia que utiliza células vivas, andamios y factores de crecimiento en la
reparacion de cartilago danado. A pesar del potencial enorme de aplicacion en el
restablecimiento de la funcion de 6rganos y tejidos, sigue siendo dificil la produccién
de cartilago, por lo tanto el presente estudio buscd obtener células cartilaginosas a
partir de células troncales mesenquimales (CTM) de médula 6sea equina, utilizando
sobrenadantes de células alimentadoras (condrocitos equinos). Metodologia: los
sobrenadantes y las CTM se obtuvieron a partir de cartilago articular y médula osea
de caballo respectivamente. Se recolectd el sobrenadante de los condrocitos y
después se utilizd para diferenciar las CTM en cultivo, en distintos tiempos y
condiciones de cultivo se evalué el crecimiento y diferenciacion celular; por
observaciéon general en el microscopio invertido, examenes histologicos y mediante
un programa de cémputo que analizé las imagenes brindando datos numéricos para
la realizacion de un estudio estadistico. La expresion de marcadores condrogénicos
como sox 9, colagena Il y agrecano fueron evaluados en los cultivos en diferenciacion
con sobrenadantes. Resultados: el crecimiento y diferenciacion celular fue mejor con
el tratamiento 50 % medio base (MB) y 50% medio condicionado (MC), (p<0.05) la
expresion de marcadores condrales se observo en las células cultivadas con los
sobrenadantes y no, en las células control. Conclusion: es posible realizar cultivos
condrales de manera satisfactoria utilizando factores de crecimiento y nutrientes

provenientes de células alimentadoras.
PALABRAS CLAVE

Ingenieria de tejidos, células troncales mesenquimales, medio condicionado,

factores de crecimiento, condrocitos.



ABSTRACT

Repair of cartilage lesions is part of the active work of scientists and physicians around
the world, as the damage cause changes in the microenvironment, the destruction of
the extracellular matrix and the inability of regeneration; Tissue engineering is the
science that uses living cells, scaffolds and growth factors to repair damaged cartilage.
Despite the enormous potential for application in restoring organ and tissue function,
cartilage production remains difficult, the present study sought to obtain cartilage cells
from equine bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs), using supernatants from
feeder cells (equine chondrocytes). Methodology: Supernatants and MSCs were
obtained from articular cartilage and bone marrow of horses respectively. The
supernatant of the chondrocytes was collected and then used to differentiate the MSCs
in culture, at different times and conditions of culture cell growth and differentiation was
evaluated; by general observation in the inverted microscope, histological
examinations and by means of a software that analyzed the images providing
numerical data for the accomplishment of a statistical study. Expression of
chondrogenic markers such as sox 9, collagen Il and aggrecan were evaluated in
cultures in differentiation with supernatants. Results: Cell growth and differentiation
was better with 50% (middle base) treatment and 50% (conditioned medium) (p <0.05),
the expression of chondral markers was observed in cells cultured with supernatants
and not in control cells. Conclusion: It is possible to perform chondral cultures

satisfactorily using growth factors and nutrients from feeder cells.
KEY WORDS

Tissue Engineering, Mesenchymal Stem Cells, Conditioned Medium, Growth Factors,

Chondrocytes.
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I. INTRODUCCION

Las lesiones de cartilago articular producen cambios del microambiente, destruccion
de la matriz condral e incapacidad de regeneracion, son y han sido un asunto dificil
de enfrentar para la medicina regenerativa del aparato locomotor ya que este tipo de
tejido cuenta con poca capacidad de reparacion intrinseca;( Schminke et al. 2014;
Steinert et al. 2012) a falta de tratamientos exitosos se han propuesto nuevas técnicas
en ingenieria de tejidos que combinan células condrogénicas, materiales de
andamiaje y factores de crecimiento que proporcionen el ambiente idoneo para el

desarrollo celular (Vinatier et al. 2009).

El estudio in vitro de las células troncales mesenquimales (CTM) incluye la busqueda
de los tejidos que las proporcionan y la caracterizacion molecular de estas; son
prioridad de estudio la proliferacion celular con el objetivo de alcanzar un numero alto
de células para su uso en tratamientos, de igual forma es importante definir el fenotipo
que exhiben las células mediante diferentes marcadores de superficie para asi
seleccionarlas de entre una poblacion celular y por ultimo se tiene que probar que
estas células tienen capacidad de diferenciarse en linajes derivados de mesodermo
porque esta caracteristica podria ser esencial en la regeneracion de los tejidos
perjudicados (Arevalo et al., 2007; Steinert et al., 2012).

De igual relevancia es que debido a su caracteristica de inmadurez, representan una
opcion innovadora ya que no originan respuesta inflamatoria al utilizarse en
alotransplantes (Bianco et al., 2008).

Al establecer cuales son las condiciones de cultivo adecuadas durante la expansion
celular se favorece y fortalece las propiedades que benefician a estas células antes
de su uso en terapia celular, la regulacion condrogénica y la produccién de matriz
extracelular involucran una gran variedad de factores intrinsecos derivados de la
célula y factores paracrinos provenientes de células vecinas como osteoblastos
(Schminke et al., 2014). Para los investigadores que trabajan con este tipo de células
existe un interés mayor por encontrar las condiciones optimas del medio de cultivo.
Cuando las células implican una manipulacién minima el medio de cultivo estandar
contiene Suero Fetal Bovino (SFB), el cual puede ser fuente de posible contaminacion

por Priones, Virus y Zoonosis, para minimizar el riesgo de transmision de
11



enfermedades las lineas celulares han sido cultivadas bajo otras condiciones como
medio condicionado obtenido a partir de Células alimentadoras (CA) que liberan
nutrientes al medio, componentes de sueros recombinantes, plasma o suero autélogo
o condiciones libres de suero (Van der Valk et al., 2017). En este estudio se espera
obtener un sistema de cultivo de CTM en el cual estas se encuentren lo mas exentas
del uso de suplementos de origen animal.

La deteccion de moléculas que puedan ayudar en la expansién de células troncales
in vitro a distintos linajes es un aspecto importante en la investigacién de estas células
ya que esto permite que se conserven sus caracteristicas funcionales (Manello et al.,
2007; Xu et al., 2013).

Finalmente para este trabajo se utilizO como modelo experimental el caballo que
ademas de poder ser un paciente, es un modelo animal para el estudio de lesiones en
tendones, ligamentos y rodilla debido a la similitud de las lesiones con la de los atletas
humanos, de igual forma la naturaleza del cartilago articular; composicion molecular
y grosor son muy semejantes a la humana (Pineda 2011; Ranera 2012) y por ultimo
es viable la posibilidad de realizar procedimientos de rehabilitacién en equinos tras la
aplicacion de terapia, procedimientos que son imposibles en animales modelo de otras
especies.

Por estas razones es necesaria la busqueda de nuevas alternativas de tratamientos
que les devuelvan tanto a estos animales como a humanos la capacidad de regenerar

tejidos lesionados, reintegrando su funcionalidad y propiedades normales.
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Il. ANTECEDENTES

Fue a partir de la década de 1950 que se llevo a cabo el descubrimiento de las células
troncales mesenquimales (CTM), A. Friedestein y M. Owen y colaboradores fueron los
primeros en utilizar in vitro CTM para trasplante en animales de laboratorio, asi mismo
el primer reporte de aislamiento en equinos es de 1998 por los doctores Fortier LA,
Nixon AJ., en el cual se separaron a partir de médula ésea y cultivaron en monocapa
para evaluar el contenido de algunos componentes de la matriz extracelular (MEC).
Por otra parte, la complejidad del entorno proporcionado por las células alimentadoras
(CA) y algunas de las diferencias basicas en el mecanismo de renovacién y
pluripotencia entre células troncales se pone en manifiesto en los estudios sobre los

factores de crecimiento utilizados en los cultivos desde 1975.

Actualmente, es mas frecuente la sustitucion del suero fetal bovino (SFB), por matriz
extracelular preparada a partir de fibroblastos de ratones embrionarios, el uso de
factores de crecimiento provenientes de medios condicionados, medios de cultivo sin
sueros (serum-free) y medios sin componentes xenobidticos (xeno-free) lo que

proporciona sistemas de cultivos mas limpios (sistemas feeder-free).

13



ll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Ingenieria de Tejidos

La Ingenieria de tejidos es aquella disciplina que tiene sus cimientos en distintas areas
de la ciencia; cuyo motivo fundamental es la manipulacién de células vivas y su
entorno extracelular, ademas de producir sustitutos biolégicos y su proxima
implantacién (Falke et al., 2000; Nieto et al., 2010; Vinatier et al., 2009).

En primera instancia la Ingenieria tisular se forma por la unién de los conocimientos,
practica y destreza en Biologia celular, Bioquimica y Biologia molecular, aunado a la
instruccién terapéutica humana proporcionada por médicos y cirujanos (Vinatier et al.,
2009).

Al dia de hoy cientificos de diversas partes del mundo y en diferentes areas se
encuentran trabajando activamente en sus laboratorios en la realizacion de nuevas
técnicas y protocolos que posibilite a los médicos aumentar, sostener y restaurar la
funcién de un érgano o tejido (Falke et al., 2000).

En la lucha por la obtencién de resultados y el mejoramiento en estos problemas de
salud se han implementado cuatro procesos basicos: trasplantes, injertos, protesis y
regeneracion celular (Falke et al., 2000).

Otro elemento fundamental de la Ingenieria de tejidos es la MEC la cual no solo sirve
de soporte a los tejidos; se trata de un sistema dinamico de moleculas, unico para
cada tejido, en el cual interactuan glucoproteinas, glicosaminoglicanos, colagena,
proteoglicanos, elastina, fibrina, ademas de factores de crecimiento, citoquinas y
multiples enzimas; de esta interaccibn molecular depende en gran medida la
migracion, proliferacion, forma, diferenciacion, metabolismo y muerte celular.

Asi la Ingenieria tisular se topa con tres necesidades basicas al momento de realizar
sustitutos bioldgicos: la primera es eludir la respuesta inmunologica de inflamacion o
rechazo, las cuales se ha visto disminuida con el tratamiento con células troncales. La
segunda sera crear el sustrato idea para que las células puedan sobrevivir,
desarrollarse y diferenciarse en el tejido deseado, se ha comprobado que los sustratos
que contienen componentes propios de la MEC son los que han mostrado mejores

resultados. Y por ultimo dotar, de un medio ambiente adecuado donde el tejido de
14



neoformacién pueda desarrollarse y funcionar de la misma manera que lo hace el
tejido nativo.

Se tiene conocimiento de que en su entorno natural las células crecen de manera
tridimensional en los tejidos, en el caso del cartilago lo condrocitos se encuentran
rodeados de una abundante MEC, la cual a su vez es compuesta por una equipada
red de moléculas, sin embargo, al encontrarse en cultivo bidimensional estos pierden
ese fenotipo caracteristico (Martinez 2012; Vinatier et al., 2009).

Durante el proceso de diferenciacion también sufren un cambio hacia un fenotipo tipo
fibroblastoide caracterizado por el aumento en la formacion de colagena tipo I, no
obstante se sabe que este proceso puede ser reversible porque los condrocitos al
reubicarse en un entorno tridimensional recuperan su fenotipo inicial (Vinatier et al.,
2009).

Esta observacién reafirma que contar con un entorno tridimensional es factor
fundamental en la restauracion del fenotipo condral. Para ese fin son utilizados
diversos biomateriales que funcionan como andamios y promueven la diferenciacion
condrogénica, estos pueden clasificarse en: Naturales y Sintéticos (Falke et al., 2000;
Nieto et al., 2010).

Para uso clinico los biomateriales formados principalmente por proteinas como
colagena tipo | y Ill son los mas utilizados con condrocitos autolégos, ejemplos de
estos son: MACI | (Verigen, Leverkusen, Alemania), Maix1 (Matricel, Hezoenrath,
Alemania) y Condro-gide1 (Geistlich Biomateriales, Wolhusen, Suiza). Atelocollagen1
(Koken Co. Ltd, Tokio, Japdn) este ultimo es un gel de colageno que permite el cultivo
tridimensional de condrocitos y su proxima implantacién en humanos (Vinatier et al.,
2009).

Por otra parte, tenemos aquellos biomateriales hechos a base de polisacaridos entre
los cuales estan: yalograftl C, el cual es utilizado en Ingenieria de tejidos con
condrocitos autoldégos los cuales se asocian a la MEC sintética del polimero hecha a
base de acido hialurénico denominada HYAFF- 111 (Fidia avanzada Biopolimeros,
Abano Terme, ltalia), otros ejemplos son Bio-seed1-C (BioTissue Technologies,
Freiburg, Alemania) es un andamio poroso hecho de acido poliglicélico (PGA), acido
polilactico (PLA) y polidioxanona (Vinatier et al.,2009). A pesar de que los avances

han sido muy buenos en cuestion de biomateriales en el siguiente paso que es la
15



implantacién en los pacientes surge un problema, todos requieren de una intervencion
quirurgica para ser aplicados en la lesidon que se requiere rehabilitar, para solucionar
este problema se busca desarrollar también biomateriales inyectables que son mucho
menos invasivos, estos hidrogeles se componen de un polimero viscoso hecho con
macromoléculas hidrofilicas sintéticas o naturales, sin embargo, aun se trata de un
reto para los investigadores (Martinez et al., 2012; Vinatier 2009).

Los elementos funcionales de la Ingenieria de tejidos y Medicina regenerativa son las
llamadas células troncales (CT), la utilizacion de estas terapias representa varios retos
como la identificacion de una fuente celular adecuada, el desarrollo y mejoramiento
de los métodos tanto de obtencion como de expansidon, y un control de calidad
eficiente y seguro. Hasta el dia de hoy se conoce que las células embrionarias o
células pluripotentes ofrecen una potencial oportunidad para la diferenciacion de todos
los linajes celulares, sin embargo su verdadero potencial solo se explotara a través
del esfuerzo continuo de la comunidad cientifica en todos sus niveles, unificando
métodos y prestando suma atencion en los problemas de seguridad, en el control de

calidad que representa su proliferacion y diferenciacion.

3.2 Células troncales mesenquimales

En los ultimos afos hemos tenido oportunidad de revisar publicaciones cuyas
protagonistas principales son las llamadas CTM, sin embargo, aun queda un poco de
duda sobre las caracteristicas de auto renovacion y pluripontecialidad de estas
células. El concepto de células mesenquimales tuvo su origen a finales del siglo XIX
como principio basico de auto renovacion que tienen algunos tejidos como la piel,
sangre entre otros, posteriormente como en toda investigacion se requiri6 de
bioensayos rigurosos en los cuales se pudiera comprobar que realmente estas células
tiene troncalidad y capacidad de regeneracion poniéndolas a prueba en evaluaciones
después de ser trasplantadas como Ilo demostraron Friedenstein y col.,
experimentando con médula 6sea, al sembrarla y obtener pequefias colonias
(Unidades Formadoras de Colonias Fibroblastoides CFU-Fs);(Bianco et al., 2008). In
vivo el trasplante llevé al reconocimiento de varios tejidos como hueso, cartilago, tejido

adiposo y fibroso, estos podrian ser elaborados en el laboratorio por la progenie de
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una sola célula del estroma de médula 6sea, a la cual se le denominé célula madre
osteogénica o célula madre estromal. (Arevalo et al., 2007; Dominici et al., 2006).
Estos descubrimientos fueron en principio apreciados unicamente por areas como la
hematologia pero poco después adquirieron mayor relevancia (Zinkl et al., 1994).
Posteriormente con otras investigaciones se confirmé que existia otro tipo de células
no hematopoyeéticas en médula ésea, entonces, existia la posibilidad de tener a la
mano células humanas posnatales con un potencial de diferenciacion amplio quiza
igual al de las células embrionarias (Arevalo et al., 2007; Zinkl et al., 1994).

Aunque esta claramente definido el potencial de diferenciacién que estas células
presentan, también se sabe que se limita a ciertos tejidos musculo esqueléticos
encontrados en diferentes etapas del desarrollo y espacios anatdémicos especificos;
estas incluyen osteoblastos (hueso), condrocitos (cartilago), fibroblastos (periostio),

entre otros. (Arevalo et al., 2007; Bianco et al., 2008; Dominici et al., 2006).

3.3 Células mesenquimales a tejido condral

El cartilago articular es un tejido muy especializado cuya funcion principal es impedir
el dafo articular por carga mecanica generada por el movimiento, debido a que
disminuye la friccion, también es resistente a la tensién y a la compresiéon ademas de
tener una gran capacidad de adaptarse a situaciones cambiantes en su microambiente
(Alvarez et al., 2002; Campos 2002; Martinez 2012); esta situacion se debe a que esta
constituido basicamente por agua (60 % de su peso) y por una matriz formada por
proteoglicanos y fibras de colagena tipo Il , sintetizado por su celulas residentes; los
condrocitos (Alvarez et al., 2002; Chevalier et al., 2005). Este tejido se encuentra
aislado de los demas por la membrana sinovial que es impermeable al paso de
macromoléculas pero permite la difusidon de nutrientes y oxigeno (Alvarez eta al.,
2002). La poca capacidad de regeneracion de cartilago articular no puede revertir su
destruccioén, la cual es encadenada por una respuesta inflamatoria de la sinovia que
contiene linfoquinas o su andlogo catabolina, que produce un incremento de
proteoglicanasas y colagenasa latente, cuando ocurre esta inflamacion a esto se le

conoce como Osteoartritis y durante este proceso el balance entre la sintesis y
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degradacion de la MEC del cartilago articular es alterado (Campos 2002; Leyh et al.,
2014).

Las investigaciones basicas realizadas en los ultimos afios sobre células troncales y
sus posibilidades terapéuticas han brindado la posibilidad de tratar enfermedades
desde otro enfoque, es asi como se han observado mejores resultados en la
aplicaciones de CTM como terapia en este tipo de desérdenes (Martinez 2012); se
trata de células estromales no hematopoyéticas que fueron aisladas en primera
instancia de médula 6sea y después de otras zonas como tejidos conectivos, tejido
adiposo, pulpa dental, entre otros; estas se caracterizan por tener tres propiedades:
auto renovacion, proliferacion y capacidad de diferenciacion a multiples linajes
celulares como hueso y cartilago, pero ahora se ha demostrado que aun conservan
su plasticidad y se pueden diferenciar también a otros tipos celulares no
mesenquimatosos como neuronas (Dominici et al., 2006; Martinez 2012).

En el proceso de morfogénesis de las articulaciones y diferenciacion de cartilago, cada
elemento esquelético es constituido a partir de la incorporacion de CTM; formando
condensaciones precartilaginosas, en ese momento, los condrocitos tienden a
proliferar y diferenciarse, asimismo, ocurre el reemplazo de cartilago por hueso, es
decir, la osificacién endocondral otorgando rigidez al esqueleto (Garciadiego et. al.,
2015; Ibarra et. al., 2007; Velasquillo et. al. 2007).

En la antesala del desarrollo esquelético en un sitio especifico de la condensacién
precartilaginosa llamado interzona, encontramos algunas células que se caracterizan
por ser altamente condensadas y aplanadas ademas de estructurarse en tres capas
las cuales pierden su fenotipo diferenciado y producen MEC rica en colageno tipo | y
lll, distinto a la MEC del cartilago abundante en colagena Il y agrecano. A nivel
molecular encontramos como primer elemento de la interzona al gen Wnt9a el cual
inhibe la expresion de Sox9 factor de transcripcion implicado en la diferenciacion
condrogénica, como efecto se disminuye la expresion de colagena tipo Il y se ven
manifestadas algunas proteinas morfogénica de hueso (BMPs) y factor de crecimiento
(GDF5), los cuales regulan el desarrollo de la articulacion (Garciadiego et. al., 2015;
Ibarra et. al., 2007; Velasquillo et. al. 2007)

Al desaparecer la capa central de la interzona se da lugar a la cavidad articular

mediante un proceso conocido como cavitacion, mientras tanto la formacion de
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cartilago articular que cubre las superficies articulares de los huesos adyacentes
responde a las senalizaciones de GDF5; en cuanto a la separacion completa de los
elementos esqueléticos posiblemente se facilite por la apoptosis celular consecuencia
del aumento del hialuronato y su receptor CD44 y la disminucién de la adhesién celular
(Garciadiego et. al., 2015; Ibarra et. al., 2007; Velasquillo et. al. 2007).

Las CTM son faciles de cultivar y expandir in vitro mediante técnicas de cultivo celular,
la gran ventaja de utilizarlas para terapias in vivo es que no plantea problemas éticos,
han sido descritas como complejo mayor de histocompatibilidad | positivas (CMH ) y
complejo mayor de histocompatibilidad Il negativas (CMH Il), ademas carecen de la
expresion de moléculas coestimuladoras como CD40, CD80 y CD86 lo que las hace
no inmunogénicas ( Dominici et al., 2006; Arevalo et al., 207); al ser trasplantadas no
es necesaria la inmunosupresion del huésped ya que se consideran también
inmunoreguladoras (Arevalo et al., 2007;Bianco et al., 2008). El implante de células
es estudiado para el tratamiento de distintas patologias: reparacion del cartilago
articular, hernias de disco, lesiones de la médula espinal, infarto de miocardio, entre
otros (Arevalo et al., 2007).

El mecanismo de reparacion propuesto para la regeneracion del tejido por las CTM es
el siguiente:

1.- Diferenciacion de las células del tejido dafado.

2.- Emisién de senales desde el tejido lesionado que favorece el llamado a otras
células troncales o progenitoras.

3.- Liberacion de moléculas solubles con efectos autdcrinos o paracrinos.

4.- Inhibicion de la apoptosis.

5.- Incremento de la vascularizacion del tejido dafiado (Arevalo et al., 2007; Bian et
al., 2011;).

Se ha generado bastante informacién procedente de los avances experimentales en
un tiempo relativamente corto, sin embargo, debe tenerse en cuenta que la Medicina
regenerativa y en particular las terapias con CT es un tema que se encuentra en estos
momentos en pleno desarrollo; a pesar de que las investigaciones son bastantes
prometedoras, en necesario conocer mas sobre los mecanismos moleculares que
permiten su especializacion a la par de la creacion de nuevas tecnologias que

posibiliten el aislamiento cada vez mas puro y una manipulacion mas facil in vitro
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(Windt et al., 2014). Si bien aun falta mucho por experimentar y con los avances
obtenidos se ha devuelto a muchas personas que sufren de enfermedades
relacionadas a tejido condral la calidad de vida para poder sobrellevarlos mediante el
uso principalmente de terapias celulares con CTM (Bianco et al., 2008;Windt et al.,
2014).

3.4 Fuentes de células

Son los condrocitos las células responsables de secretar la MEC que da resistencia y
estructura al tejido Condral, la fuente principal para uso de estas células es
principalmente el cartilago articular, sin embargo, se han utilizado otras areas
anatémicas como el cartilago nasal resultado un origen celular prometedor (Alvarez et
al., 2002; Campos 2002; Chevalier et al., 2005).

Si bien los condrocitos se han empleado ampliamente en la reparacién de lesiones en
cartilago: estan sujetos a dos grandes inconvenientes: una es la inestabilidad al
cultivarse en monocapa y la otra es la naturaleza misma del tejido del donador
(Martinez 2012).

Actualmente se ha probado que las CTM son proveedoras considerables de
materiales celulares para satisfacer las necesidades de la Ingenieria de cartilago
debido a su alta disponibilidad y gran capacidad de expansion in vitro (Bian et al.,
2011; Niet0 2010). Las CTM son aisladas principalmente de médula ésea o tejido
adiposo y se caracterizan por su facil adherencia al plastico, presentar fenotipo
CD73+, CD90+ y CD105+, CD14-, CD19-, CD34-, CD45-, y su capacidad de
diferenciarse en adipocitos, condrocitos y osteoblastos entre otros (Dominici et al.,
2006).

Recientemente también se ha adjudicado a estas células el adjetivo de ser
inmunoreguladoras pues han demostrado ser capaces de inhibir lo mecanismos de
defensa del huésped (Arevalo et al., 2007).

Las CTM también se han aislado de tejido adiposo, higado, pancreas, dermis, musculo
esquelético, membrana sinovial, sangre de cordon umbilical, tejido pulmonar, pulpa
dental; no obstante las fuentes principales o las mas utilizadas son la MO, sangre de

cordon umbilical y tejido adiposo (Arevalo et al., 2007; Bianco et al., 2008). Solo el
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0.03% de las células mononucleares de médula 6sea son CTM, también existen
algunas limitantes como el riesgo en la toma de muestra o la capacidad de
diferenciacion dependiendo de la edad del donador de MO (Arevalo et al., 2007;
Bianco et al., 2008).

En cuanto a la obtencion de CTM de corddn umbilical este procedimiento necesita
cubrir puntos criticos para llevar a cabo una diferenciacion éptima como lo son el
tiempo de recoleccioén, el tiempo de procesamiento el cual debe ser inferior a 16 h. asi
como el volumen recolectado debe ser igual o superior a 30 mL. (Dominici et al., 2006).
De las CTM obtenidas a partir de tejido adiposo se puede decir que estas tienen un
fenotipo y capacidad de diferenciacion in vitro muy similar a las adquiridas de MO,
estas muestran mayor capacidad de proliferacion y se puede recurrir a éstas mediante
cirugias como liposuccion o abdominoplastias (Bianco et al., 2008; Pérez et al., 2006).
También algunos autores han determinado que existen CTM circulando en torrente

sanguineo denominandolas CTM movilizadas de sangre periférica (Pérez et al., 2006).

3.5 Factores de crecimiento y factores fisicos

Para los investigadores y médicos que trabajan con células embrionarias y otras
células troncales resulta de suma importancia la identificacion de las condiciones
“Optimas” del medio de cultivo celular lo que proporciona un buen desarrollo de estas
células y la comprension de las vias de diferenciacion; lo cual se ve reflejado en el
mejoramiento terapéutico de estas (Manello et al., 2007; Stojkovic et al., 2005). Desde
hace ya bastante tiempo se han estudiado un amplio numero de factores de
crecimiento que regulan la diferenciacion celular tanto de CTM como de células
condrogénicas, en este ultimo caso los que han resultado mejores en la induccién de
la condrogénesis son los miembros de la familia del factor de crecimiento
transformante beta (TGFB) dentro de estos estan la BMP2, la BMP4 y el TGFf1.
Estudios realizados con condrocitos articulares humanos en donde se utilizo la
combinacion de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y TGFB1 aumenta la
proliferacion y favorece la diferenciacién condral, a diferencia de aquellos en los que
se emplea BMP2 en condrocitos de periostio de rata resulta en la hipertrofia de los

condrocitos. (Ibarra et al., 2007). Es importante también resaltar que en distintos
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estudios las CTM provenientes de equinos expuestas a TGFB1 impulsa la expresion
de colagena Il en cultivos de monocapa y a su vez estas células se diferencian en
corto tiempo a condrocitos maduros. (Ibarra et al., 2007; Velasquillo et al., 2007).

En general se han establecidos reglas y protocolos para la utilizacion de CTM, su
expansion y uso en trasplantes de tejidos degenerados o heridos, ya que la posible
contaminaciéon y el dafio en estas células y/o tejidos depende del manejo y
manipulacion que se les da, asi como también el tipo de aditamentos que se utilizan
para su desarrollo; (Richards et al., 2003; Villa et al., 2013).Un ejemplo muy claro es
lo que sucede cuando las células requieren de factores de diferenciacion y expansion
in vitro y el medio de crecimiento contiene SFB; es evidente, que al ser trasplantadas
se corre el riesgo de contaminacién por algun agente externo como virus, priones o
simplemente imunorreaccion a proteinas externas (Manello et al., 2007; Zhenquiang
et al., 2016), para evitar este tipo de problemas se han implementado otras técnicas
de cultivo en las cuales estan involucradas las llamadas células alimentadoras,
componentes de suero humano como plasma rico en plaquetas o sueros autologos,
lo cual ha abierto un importante debate (Hu et al., 2011; Van der Valk et al., 2017,
Richards et al., 2003; Xu et al., 2013).

En primer lugar, tenemos a las células troncales pluripotentes o células troncales
embrionarias que se han conservado y diferenciado de buena manera mediante el uso
de células alimentadoras como fuente de alimentacion en forma de medio
condicionado gracias los fibroblastos de ratéon con un proceso similar al de la
derivacién de la CTM (Zhenquiang et al., 2016). La exposicion de las células en
medios que provienen de lineas celulares animales se considera riesgoso por la
posibilidad de contaminaciéon con patégenos propios del animal, contrario a esto en
este tipo de células alimentadoras (fibroblastos de raton embrionario) se han
identificado 136 tipos de proteinas que son reconocidas por ser capaces de promover
la diferenciacion y crecimiento celular, la creacién de matriz extracelular y su
remodelacion (Manello et al.,, 2007; Zhenquiang et al., 2016) Estos estudios
indudablemente ponen en evidencia los beneficios del uso de células alimentadoras y
algunas de las diferencias entre los mecanismos de autorrenovacién y pluripotencia
de las CT.
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Las principales complicaciones con respecto al uso de suplementos celulares como el
SFB o MC proveniente de fibroblastos de ratén son la contaminacion inmunogénica
que estos pueden reportar, esto se ve reflejado en la viabilidad y la eficiencia de las
células que son trasplantadas y por consecuencia la tendencia de los resultados
publicados (Stojkovic et al., 2005; Villa et al., 2013). Notoriamente diversos estudios
estan en proceso de encontrar las condiciones idoneas de cultivo, sobre todo que
proporcionen seguridad al momento de trasplantar las CT, entonces, se cree que el
medio de sustitucion debe ser aquel que contenga solo las proteinas humanas,
hormonas, y factores de crecimiento necesarias (Manello et al., 2007; Stojkovic et al.,
2005; Xu et al., 2013).

Se ha descrito que la utilizacion de suero humano en el medio de cultivo reduce la
exposicidn de las CT con ingredientes de origen animal y proporciona mayor
seguridad en el manejo de las células, ademas, estudios recientes reflejan que
cualquier medio de cultivo libre de xeno-aditamentos es capaz de mantener el
crecimiento indiferenciado de las células (Manello et al., 2007).

El SFB es el suplemento mas utilizado en el cultivo de células, ya que contienen
bastantes factores estimulantes del crecimiento, sin embargo, hablamos de productos
naturales que pueden variar de un lote a otro en su fabricacion y cuya calidad y
concentraciones de proteinas pueden afectar algunas veces el crecimiento celular
(Manello et al., 2007). Dada la complejidad de la muestra, mantener un control de
calidad en estos productos resulta muy costoso y los protocolos no se encuentran aun
bien establecidos por parte de los fabricantes (Manello et al., 2007).

Recientemente la mayoria de protocolos de aislamiento y expansién, para produccion
a gran escala de CT utilizan medios de cultivo suplementados con frecuencia con SFB,
los cuales pueden contener compuestos xenogénicos potencialmente daininos; en
particular estas proteinas pueden internalizarse dentro de las células del receptor y
estimular su inmugenicidad (Zhengiang et al., 2016). Por ejemplo, en ensayos clinicos
pacientes deficientes de la enzima adenosina desaminasa sometidos a terapia génica
en la cual se utilizaron Células T autdlogas cultivadas en medio suplementado con
SFC desarrollaron inmunidad unica IgG a las proteinas del SFC (Manello et al., 2007;
Villa et al., 2013).

23



El SFB contiene una gran variedad de polipéptidos que pueden hacer dafio a las
células induciendo cambios metabdlicos y morfoldgicos significativos (Villa et al.,
2013). Por ultimo el SBF contiene una alta concentraciéon de Fetuina-A, glicoproteina
producida en el higado con gran cantidad de funciones biologicas en el crecimiento y
diferenciacion celular que al unirse a receptores de insulina inhibe su accién in vitro
(Manello et al., 2007). Todos estos ejemplos evidencian el hecho de que utilizar SFB
como suplemento en el medio de cultivo no es lo mas adecuado para una expansion
eficaz de las CT y su utilizacidon en terapia celular y medicina regenerativa lo que
propone el distanciamiento de productos de origen animal. Es justo mencionar que
también existen diversos ensayos clinicos en los que se ha cultivado CTM utilizando
SFB para suplementar los cultivos y no se han encontrado efectos secundarios.
Existen otros factores que pueden afectar el desarrollo celular como la calidad en la
superficie de cultivo (plastico) y la concentracién de glucosa que se utiliza; por tales
motivos es preciso ser cautelosos pues existe aportes beneficiosos y perjudiciales en
cuanto al uso de SFB pues este puede inducir modificaciones sutiles e inesperadas
en los productos celulares que se infunden en los pacientes.

Otra alternativa para suplementar los cultivos celulares son los derivados de sangre
humana que en teoria deben de eliminar o reducir riesgos por efectos secundarios,
en particular se ha demostrado que CT cultivadas en matrices derivadas de suero o
plasma humanos autolégos mantienen todas las caracteristicas de las CTE después
de mantenerse en cultivo por tiempos prolongados, incluyendo su pluripotencialidad
(Hu et al., 2011; Manello et al., 2007; Xu et al., 2013).

En cuanto a CTM se refiere a parte de la utilizacion de plasma en el cual se han
identificado factores de crecimiento que podrian ser importantes para la
diferenciacion celular, por ejemplo, la hormona de crecimiento y la insulina (Xu et al.,
2013); también varios trabajos se han centrado en el uso de suero autdlogo los cuales
evidenciaron que al igual que el plasma también conserva la capacidad de
diferenciacion, induce una mayor amplificacién celular y promueve la motilidad de las
CTM Yy CT derivadas de MO y mejoras en las terapias celulares y genéticas (Manello
et al 2007; Xu et al., 2013), no obstante, la técnica con el uso de plasma y suero

autdlogo se ve limitada debido a la cantidad de suplementos necesarios para
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expandir CTM para uso clinico y la variabilidad del suero especialmente en pacientes

que reciben quimioterapia (Manello et al., 2007).

Aunque el suero humano no apoya plenamente el crecimiento de las CTM in vitro,

estudios demuestran que al cultivar CTM con plasma o suero autolégos, plasma rico

en plaquetas y factores de crecimiento derivados de plaquetas demostraron

crecimiento vigoroso y capacidad de migracion, actividad inmunosupresora, Yy

capacidad de diferenciacion hacia diferentes linajes como osteogénico, adiposo y

condrogénica, esta evidencia sugiere que el plasma rico en plaquetas puede ser un

sustituto fuerte y seguro para el SFB en la fabricacion de productos de Ingenieria de

tejidos y Medicina regenerativa y el entorno clinico de las CTM (Richards et al., 2003;

Vinatier et al., 2009; Xu et al., 2013).

Por otra parte estudios adicionales demostraron que los medios libres de suero
pueden promover el crecimiento de las CTM sin la adicidon de citoquinas y/o factores
de crecimiento, posiblemente debido a que el suero produce oscilaciones de calcio
intracelulares, que son vitales para la diferenciacion y proliferacion celular (Manello et
al., 2007). Para apoyar aun mas esto también es importante tomar en cuenta la
densidad celular inicial, el medio base, presencia de citocinas, entre otras variables
que pueden explicar en cierta medida el porqué en la inconsistencia de los resultados
(Xu et al., 2013).
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IV. HIPOTESIS

A través de la utilizacién de factores de crecimiento y quimiocinas provenientes del

sobrenadante de cultivos condrales se obtendra un microambiente que pueda

diferenciar células troncales mesenquimales a un linaje condral in vitro.
V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Generar un linaje condral y su caracterizacion, derivado de células troncales

mesenquimales de médula Osea, mediante el uso de sobrenadantes de

condrocitos obtenidos de cartilago articular.

5.2 Objetivos especificos

Generar cultivos de células troncales mesenquimales utilizando el protocolo
de diferenciacion con factores de crecimiento recombinantes.

Comprobar por medio de marcadores especificos y tinciones la
diferenciacion de las células troncales mesenquimales.

Generar cultivos de primer pase con células condrales equinas.

Probar diferentes concentraciones de sobrenadante (medio condicionado)
para la diferenciacion de células troncales mesenquimales a linaje condral.
Comparar cuantitativamente la expresion de marcadores en los diferentes

grupos experimentales.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencién de condrocitos primarios: generacion de sobrenadantes
Para el proceso de diferenciacion de CTM de médula ésea de equinos se realizaron
cultivos de 3 muestras de cartilago articular con el objetivo de obtener los
sobrenadantes de medios de cultivo y utilizarlos como medio condicionado.
Estas muestras fueron donadas tras cirugia y procesadas en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion LGII en la Unidad de Ingenieria de tejidos, Terapia celular y Medicina

regenerativa.

6.2 Condiciones experimentales:

Las muestras de cartilago articular se trabajaron bajo campana de flujo laminar, se
extrajo la muestra y se lavo con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS Invitrogen
Co. Gibco. NY, EUA) al 10% dos veces , se agitdé suavemente y se dejo reposar durante
5 minutos, en un tubo de 50 mL se preparé 10 mL de medio de cultivo D-MEM/F-12
(Gibco, Cat. 11955-065) con antibiético-antimicético al 1% (Gibco, Cat. 15240-096) y
300 pL de colagenasa (Worthington) al 0.3 %, posteriormente las biopsias se
trasladaron a una caja de petri y con ayuda de pinzas y bisturi se hicieron cortes
pequenos del tejido los cuales se sumergieron en la solucién que previamente se
habia preparado y se colocaron en tres tubos diferentes, posteriormente se incubaron
a 37 °C, en agitacion constante de 150 rpm (agitador orbital, marca THERMO) por
espacio de 2 a 3 h. Se centrifugaron las muestras a 1500 rpm por 12 minutos, al
finalizar se desecho el sobrenadante y se re- suspendio el botén celular, se agrega 2
mL de medio DMEM/F12 con antibiético al 1 %. De esta suspension se tomaron 10 L
y se mezclé con 10 puL de colorante azul tripano, de esta mezcla se tomaron
nuevamente 10 uL y se colocaron en una camara de Neubauer para realizar el conteo
celular seguido de esto se sembraron las células (aproximadamente 250 000 células)
en cajas de 25 cm? (cajas tratadas para adherencia celular) y se agregaron 2 ml del
medio preparado. Al dia siguiente se les agregé 3 mL mas del medio de cultivo
preparado para alcanzar un volumen total de 5 ml en atmdésfera de 5 % de COza 37
°C.
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Fig. 1. Cultivo de condrocitos equinos aisladas por digestion enzimatica de tres
biopsias de cartilago articular.

El medio de cultivo se cambié cada dos dias, se retiraron 3 mL de cada caja de cultivo,
mismos que se agregaron de medio de cultivo de expansion nuevo, hasta que las
células alcanzaron 90 % de confluencia. Este medio se almacen6é como MC a -80 °C
en alicuotas de 9 mL previa filtracion a través de una membrana de 0.22 um para
esterilizar.

Las células siguieron en cultivo hasta el segundo pase y fueron desprendidas de la
caja de cultivo mediante una solucién de tripsina (Gibco® cta. 25300) y se volvieron a

cultivar bajo las mismas condiciones por un mes.

6.3 Obtencion de médula 6sea

Se obtuvieron 4 muestras de médula 6sea de equino por aspirado a través del hueso
esternal, los caballos fueron sedados de pie con Xilacina (Fort Dodge®, México 1.1
mg/Kg) y Butorfanol (Fort Dodge®, México 0.01 mg/Kg), se rasurd el area del
esterndn. Se infiltrd a nivel subcutaneo un analgésico local (Lidocaina al 2% Pisa®,
México) y se realiz6 el aspirado de médula ésea con aguja (Rosenthal, Texas, EUA
Kendall) conteniendo heparina de sodio a una concentracion de 1000 Ul/mL. (Fortier

et al., 1998), al término del procedimiento las muestras fueron llevadas a la Unidad de
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Ingenieria de tejidos y Medicina regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion

LGIl a la temperatura requerida.

(a) (b)

Fig. 2. Aspirado de médula 6sea de equinos (a), tratamiento con Ficoll Paque™ (b).

En el laboratorio las muestras fueron procesadas en una campana de flujo laminar
(Forma Scientific, Inc. Ohio, EUA). En un tubo de 50 mL de fondo cdénico se aislaron
las células mononucleares en dilucion 1:2 de las muestras de MO con PBS (Invitrogen
Co. Gibco. NY, EUA), se colocaron 25 mL de la muestra cuidadosamente sobre 15
mL de Ficoll Paque™ (Amersham Bioscience, Picataway, NJ) de 400 kDa de peso
molecular, la muestra fue centrifugada a 1500 rpm / 35 minutos, al finalizar éste se
retird la capa de células mononucleares en la interface que se produce entre el plasma
y el ficoll.

Del numero total de células se hicieron alicuotas 1x10° para su caracterizacién por

citometria de flujo, cultivos de diferenciacion y tratamiento con el MC.
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6.4 Expansion in vitro de las células mononucleares aisladas de médula 6sea.

Las células mononucleares se expandieron en cultivo primario en cajas tratadas para
favorecer la adherencia celular de 150 cm? (Cornig, Cat. 430824), se utilizo medio
DMEM, SFB al 10 % y 1 % antibiotico-antimicotico.

Se cultivaron las células mononucleares para la obtencion de tejido condral y adiposo,
utilizando medio DMEM-F12 (Invitrogen® Co. Gibco. NY, EUA) suplementado con
factores de crecimiento y con SFB (SFBD, Hyclone. Cat. SH30070.02) al 10 % y
antibiotico-antimicético (Gentamicina y Anfotericina B) (Gibco, Cat. 15240-096) al 1%
por 15 dias en condiciones estandares de cultivo, temperatura 37 °C, atmosfera de

5 % de COg, el medio de cultivo fue cambiado cada 48 horas.

6.5 Analisis por citometria de flujo

Las alicuotas (aproximadamente 250,000 células) que fueron destinadas para en el
analisis de inmunofenaotipificacion por citometria de flujo, fueron colocadas en un tubo
de poliestireno (Falcon, Becton Dickinson) con 100 yL de PBS, se agregd 1 uL de
anticuerpo primario y se dejaron incubar por 30 a 45 minutos a 4 °C protegidos de la
luz; se utilizaron anticuerpos monoclonales anti CD14, CD34, CD45, CD105, CD90 y
CD73 todos de (BD, Pharmigen ™), se afadié 1 yL de anticuerpo secundario y se
dejo incubar de la misma forma, posteriormente se centrifugé por 5 minutos a 300 gx.
al finalizar se decantaron las muestras, los datos fueron adquiridos de un citdmetro de
flujo BD® FACSCalibur y analizados en el programa de cémputo Cell Quest PRO™
(Becton Dickinson, EUA) con una media de 10 000 eventos. Para cada marcador se

calculo el porcentaje de células positivas analizando su nivel de expresion.
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6.7 Protocolos de diferenciacion celular de las CTM.

Condrocitos.

Un porcentaje (15 % aproximadamente) de las CTM expandidas fueron utilizadas para
diferenciarse en tejido condral, se sembraron en cajas con seis pozos, se utilizaron
tubos de centrifuga de fondo conico con un volumen de 15 mL de medio de cultivo
DMEM-F12 (Invitrogen Co. Gibco. NY, EUA) enriquecido con 5% de SFB (SFBD,
Hyclone. Cat. SH30070.02) y 1% de antibiético / antimicético (Gentamicina /
Anfotericina B) (Gibco®, Cat. 15240-096). El medio de cultivo fue suplementado con
insulina 10 ng/ml, acido ascérbico 10 ng/ml, factor de crecimiento transformante beta-
3 100 ng/ml, proteina morfogénica de hueso 2 100 ng/mL, se dejo por 2 semanas con
las mismas condiciones de cultivo a 37°C con 5 % de CO2, cambiando el medio cada
2 dias.

Al término de la fase de cultivo, se realizaron tinciones con azul alciano e
Inmunofluorescencia para marcadores Sox9, Col Il y AGR para asi corroborar la
produccion de MEC propia del tejido cartilaginoso. Los procedimientos fueron los
siguientes:

Tincién de azul alciano, se fijaron las muestras con paraformaldehido (PFA) por 20
minutos, se agrego el colorante el azul alciano hasta cubrir las muestras y se dejaron
toda la noche en refrigeracion 4°C, se retir6 el colorante y se agregé HCI 0.1 N hasta
cubrir las muestras durante 5 minutos, por ultimo se realizaron dos lavados con PBS
por 30 segundos. Las muestras se almacenaron a 4 °C.

Inmunofluorescencia, las células se fijaron con PFA al 4 % durante 30 minutos y se
agrego la solucién de bloqueo (PBB, albumina al 1%, triton al 0.3 %) durante 45 min.
Los anticuerpos primarios (Proporcion 1:50) se diluyeron en medio de cultivo
acondicionado con SFB y se incubaron durante toda la noche a 4 °C, se realizaron
dos lavados con PBS por 5 minutos, se agrego el anticuerpo secundario acoplado al
fluorocromo (diluido en solucion de bloqueo proporcion 1:100) durante 2 h. a 37 °C,
se lavaron con tritdn 0.3 %, dos veces por 5 minutos en temperatura ambiente, se
realizaron dos lavados mas con PBS por 5 minutos a temperatura ambiente. Las
células marcadas se observaron en un microscopio confocal de barrido laser Zeiss
(Axiovert25, Alemania).
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Adipocitos

Las células que fueron elegidas para la diferenciacion adipocitica fueron resembradas
en cajas de seis pozos, ahi se inici6 la estimulacién para llevar las células inmaduras
a un linaje adiposo, utilizando DMEM-F12 (Invitrogen® Co. Gibco®. NY, EUA)
enriquecido con 5% de SFB (SFBD, Hyclone. Cat. SH30070.02) y 1% de antibidtico /
antimicético (Gentamicina / Anfotericina B) (Gibco®, Cat. 15240-096), insulina 2.5 mg,
dexametasona 106 M, isobutil-metilxantina 0.5 mM, indometacina 60 mM. Al concluir
la fase de cultivo se realizé una tincidn con rojo oleoso (colorante lipofilico que tifie las
vacuolas de los adipocitos) esto con el fin de evaluar la presencia de grasa dentro de

las células estimuladas.

Tincién rojo oleoso, los cultivos fueron fijados con PFA al 4% por 30 minutos, se lavo
con PBS dejandola 5 minutos entre lavado y lavado, finalmente se coloco el colorante
cubriendo toda la superficie del cultivo, se incubd durante la noche, se realizaron 3

lavados con PBS por 5 minutos entre lavado y lavado.

6.8 Cultivos condrales; utilizacion de medio condicionado.

Las células troncales mesenquimales obtenidas de las 4 muestras de MO, fueron
extraidas después de 15 dias de cultivo y sembradas en cajas de 24 pozos, donde se
les dio el tratamiento con el medio condicionado obtenido de los cultivos de
condrocitos (células alimentadoras), el medio de cultivo fue cambiando cada dos o

tres dias segun el requerimiento.

32



(a) (b)

Fig. 3. (a) Caja de cultivo de 24 pozos que contiene las CTM que seran tratadas con
seis distintos tratamientos en una mezcla de MB y MC para probar su diferenciacion
a células condrales. (b) Medio condicionado procedente de las células alimentadoras
(condrocitos en cultivo), filtrado y listo para su uso.

Medio 1 100% Medio de Cultivo Base. | 0 % Medio Condicionado.
Medio 2 70 % Medio de Cultivo Base. 30 % Medio Condicionado.
Medio 3 60 % Medio de Cultivo Base. 40 % Medio Condicionado.
Medio 4 50 % Medio de Cultivo Base. 50 % Medio Condicionado.
Medio 5 30 % Medio de Cultivo Base. 70 % Medio Condicionado.
Medio 6 0 % Medio de Cultivo Base. 100 % Medio Condicionado.

Tabla 1. Distintos tratamientos utilizados en la diferenciaciéon y crecimiento de las
CTM. Mediante la combinacién de MC y SFB.

Al final de los tratamientos y con el objetivo de evaluar la diferenciacion hacia tejido
condral, las células fueron sometidas a cuatro pruebas: tincién con azul alciano,
safranina O, inmunohistoquimica e inmunofluorescencia para marcadores Col Il, Sox
9 y AGR. Para mostrar la capacidad de diferenciacién y crecimiento celular asi como
el tratamiento ideal para el cultivo de estas celulas, se realizd analisis estadistico

(prueba de Tukey).
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Tincién safranina O, se fijaron las muestras con PFA al 4 % por 20 minutos, se
agrego colorante hematoxilina de Weigert hasta cubrir las muestras por 7minutos, las
muestras se lavaron con agua corriente por 10 minutos, posteriormente se agrego
colorante verde rapido por 3 minutos, se afadio acido acético al 1% de 10 a 15
segundos, se adiciond la safranina O por 7 a 10 minutos, se hizo un lavado con PBS
por 30 segundo y se almacenaron las muestras a 4 °C.

Analisis de inmunohistoquimica, las células diferenciadas se fijaron con PFA al 4
% y se bloquearon con PBS, se hicieron 3 lavados de 1 a 2 minutos con esta solucion,
se agregaron los anticuerpos primarios (dilucion 1:50) con medio de -cultivo
DMEM/F12, se incubaron toda la noche a 4°C en camara himeda. Posteriormente se
hicieron 4 lavados de 5 minutos con una solucion de PBS mas triton al 0.1% y se
agregaron los anticuerpos secundarios (dilucion 1:100) dejandolode 1 a2 h. a 37 °C
en camara humeda, nuevamente se hicieron 4 lavados con PBS mas tritén al 0.1% 4
por 5 minutos, se agrego la Streptavidina/HRP por 20 minutos, se lavo 4 veces por 5
minutos con la solucién de PBS mas triton al 0.1%, y se agregd el cromégeno (DAB-
sustrato) de 5 a 20 minutos, hasta que se produce la reaccién que da coloracion
marron a las muestras, finalmente se hicieron 2 lavados con agua bidestilada por 5

minutos.

6.10 Analisis estadistico

Las fotografias de las tinciones de azul alciano y safranina O, de los cultivos condrales
fueron evaluadas con el programa de computo Imaged (National Institutes of Health,
EUA), que permite calcular areas mediante las estadisticas del valor de pixel de
selecciones definidas por el usuario y la intensidad de los objetos umbral, ademas de
medir distancias y angulos.

El analisis de comparacion se realizé con el paquete estadistico “Statical Package for
the Social Sciences” (SPSS) 12.0 mediante la prueba de Tukey, para comparaciones
multiples de medias, con ayuda de un analisis de varianza para la validacion de las
diferencias de los grupos. Los niveles de significancia se fijaron en p<0.05 para todas

las comparaciones.
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VIl. Resultados

7.1Producciéon de medio condicionado a partir de condrocitos primarios de
biopsias de cartilago articular de equino.

Fueron tomadas tres muestras de cartilago articular equino las cuales se mantuvieron
en cultivo durante dos meses aproximadamente y se obtuvieron 240 mL de medio
condicionado el cual fue filtrado y utilizado para suplementar los cultivos de células
troncales mesenquimales de médula ésea equina para llevarlos a condrocitos. Las
células proliferaron bastante y mantuvieron su fenotipo original durante los primeros
dias de cultivo y posteriormente se mostraban alargadas en forma fibroblastoide (ver
figura 4 y 5), por esta razon los sobrenadantes fueron separados por cultivo primario
y secundario.

Fig. 4. Fotografia de los condrocitos a los 7 dias de cultivo. 10x.

Fig. 5. Fotografia de los condrocitos a los 14 dias de cultivo. 10x.
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7.2 Cultivo y diferenciacion de células troncales mesenquimales de médula
Osea.

Las muestras de médula 6ésea fueron separadas por gradiente con Ficoll y sembradas
en cajas de cultivo, las CTM después de dar seguimiento al cultivo primario mostraron

adherencia a la caja y morfologia alargada fibroblastoide (ver figura 6y 7).

Fig.6. Cultivo de células obtenidas por puncién directa, a los 7 dias de cultivo 10x.

Fig. 7. Desarrollo de las células trocales mesenquimales in vitro. El fenotipo de las
células se observa fibroblastoide.
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7.3 Caracterizacion de inmunofenotipo de las células troncales mesenquimales

aisladas de médula osea.

Se logré inmunofenotipar las células mononucleares aisladas de médula 6sea con el
panel de anticuerpos para células troncales hematopoyéticas CD14, vy células
hematopoyéticas maduras CD34, CD45 se observé que se trataba de menos del 3 %
de la poblacion total , y fueron positivas a los antigenos de superficie CD 90, CD73,

CD105 como se muestra en las figuras 8 y 9.

Fig. 8. Caracterizacion de células mononucleares. Estas celulas deben de mostrar
menos del 2 % de poblacion para CD14, CD34 y CDA45.
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Fig. 9. Caracterizacion de células mononucleares. Expresion positiva de marcadores
CD73, CD90 y CD105 antigenos especificos de CTM

7.4 Diferenciacion de las células troncales mesenquimales de médula ésea

expandidas empleando medio suplementado.

Llevada a cabo la comprobacion de adherencia celular y caracterizacion de las CTM
se realizaron dos protocolos para evaluar la plasticidad de estas células, el primero
para conseguir condrocitos en el cual se realiz6 tincidn de azul alciano, que resultd
positiva, (ver figura 10) el colorante azul alciano hizo evidentes los componentes de la
MEC cartilaginosa, el segundo se tratd de diferenciacion adipogénica, se realizd
tincion de rojo oleoso, (ver figura 11) muestra los depdsitos de grasa tenidos de color
rojo intenso después de 15 dias de cultivo y el suplemento con SFB, factores de
crecimiento. Por expresion de marcadores de tejido condral se evalué por medio de
marcaje para inmunofluorescencia con anticuerpos dirigidos a componentes de la
MEC condral; agrecano, colagena Il y el factor de crecimiento sox 9 (ver figuras 12,

13 y 14) se observo la sefial positiva fluorescente en los tres marcadores.
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Fig. 10. Células tefiidas mediante
la técnica de azul-alciano el cual
tiene afinidad por los componentes
de la MCE condral.

Fig 11. Diferenciacion celular de
CTM a adipocitos por medio de
factores de crecimiento
recombinantes, se observan los
depdsitos de grasa tenidos de rojo.



Fig 12. Deteccion positiva de Sox 9 en
células diferenciadas a cartilago.

Fig. 13. Localizacion de colagena
tipo Il en células condrales.

Fig. 14. Presencia de agrecano en cultivo
de células diferenciadas a condrocitos.
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7.5 Diferenciacion condral con medio condicionado y suero fetal bovino:

aplicacion de tratamientos.

Después de 14 dias de cultivo las células en diferenciacion que habian sido tratadas
con los distintos porcentajes de medios de cultivo, fueron fijadas con
paraformaldehido, para posteriormente ser tefiidas mediante las técnicas de azul
alciano las cuales resultaron positivas, el colorante se une a los compuestos
sulfatados similares a los que componen la matriz extracelular del cartilago, se puede
suponer que las células que componen ese cultivo son condrocitos productores de
matriz extracelular (ver figura 15 ), la tincidon de safranina O, mostro cultivos positivos
para células condrales ya que los nucleos fueron tenidos de color rojo tenue y los
componentes de la MEC de color azul (ver figura16), otras células fueron destinadas
para la realizacién de pruebas para comprobar por estos dos medios que realmente
se trataba de células diferenciadas hacia tejido condral por medio de marcadores
especificos de este tejido: colagena Il, sox 9 y agrecano. En las pruebas de
inmunohistoquimica (ver figura 17) se puede observar la coloracién marrén (pruebas
positivas) en los marcadores de tejido condral totalmente diferente para los controles
negativos y apariencia similar a los controles positivos, las pruebas de
inmunofluorescencia (ver figura 18.19 y 20) muestran mayor expresion de los
marcadores condrales para los tratamientos 60%MB - 40% MC y 50% MB — 50% MC

pues se distingue mayor fluorescencia en las imagenes.

41



100% MB - 0% MC 70%MB - 30% MC 60% MB - 40% MC

50% MB - 50% MC 30%MB -70% MC 0% MB -100% MC

Fig. 15. Tinciones con azul Alciano en los distintos porcentajes en tratamientos que se
aplicaron a las CTM.
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100% MB - 0% MC 70%MB - 30% MC 60% MB - 40% MC

50% MB - 50% MC 30%MB -70% MC 0% MB -100% MC

Fig. 16. Tinciones con Safranina O en los distintos porcentajes en tratamientos que se
aplicaron a las CTM.
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Control Negativo Cartilago (Control positivo) | Cartilago (monocapa)

Sox 9

Colll

Agrecano

Fig. 17. Analisis de Inmunohistoquimica donde se muestra la presencia de
marcadores condrales en los cultivos generados a partir de Medio Condicionado
comparados con los controles positivos y negativos de cada experimento.
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100% y
0% 30%

Control verde raton-sox9

Control rojo raton-AGR

Control verde conejo- col Il

Fig. 18. Inmunofluorescencia, se establecio la presencia de los marcadores de tejido

condral sox 9, agrecano y colagena |l para los tratamientos 100% MB-0%MC y
70%MB-30%MC.
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MB 60% 50%
40% 50%

my 001

Control verde ratéon-sox9

Control rojo raton-AGR

Control verde conejo- col Il

Fig. 19. Inmunofluorescencia, se establecié la presencia de los marcadores de tejido
condral sox 9, agrecano y colagena Il para los tratamientos 60% MB-40%MC vy
50%MB-50%MC.
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30% 0%
70% 100%

Control verde ratén-sox9

Control rojo raton-AGR

Control verde conejo- col Il

Fig. 20. Inmunofluorescencia, se establecié la presencia de los marcadores de tejido
condral sox 9, agrecano y colagena Il para los tratamientos 30% MB-70%MC y 0%MB-
100%MC.
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7.6 Anadlisis de imagenes tomadas de las tinciones de azul alciano y safranina
0.

La eficiencia en la diferenciacion y el crecimiento de las células troncales
mesenquimales en los diferentes tratamientos se cuantificé mediante un programa de
computo Imaged, que delimita las areas de crecimiento y le da un valor al pixelaje de
éstas (ver figura 21 y 22), mediante estos valores se realizé un analisis de varianza

entre los grupos.

100%MB - 0%MC 70%MB - 30%MC 60%MB - 40%MC

Fig. 21. Evaluacion de las fotografias de las tinciones azul alciano y safranina O de
cultivos condrales llevados a este estadio con diferentes porcentajes de medio base y
medio condicionado.
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50%MB - 50%MC 30%MB - 70%MC 0%MB - 100%MC

Fig. 22. Fotografias evaluadas de las tinciones azul Alciano y safranina O de cultivos
condrales llevados a este estadio con diferentes porcentajes de medio base y medio
condicionado.
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7.8 Analisis estadistico tincion azul alciano.

ANALIIS DE VARIANZA
Origen de os variaciones ~ Suma de cuadrados  Grados e bertad ~ Promedio de los cuadrados ~ F Probabiidad ~ Valorcritico para F
Entre grupos 10341211 5 DGUT6 TSR LB 6NRSHg
Dentro de los grupos 6935195729 A 288966488.7
Total 110348411 Y

Tabla 2. Analisis de varianza en el cual se comparan las medias para encontrar
diferencias entre los distintos grupos (tratamientos) de estudio. Incluyendo la
informacion aportada por la varianza dentro y entre grupos. Ocupando 29 grados de
libertad, obteniendo un valor de p= 1.23 X10-'3 que indica que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos.

Prueba de Tukey

TUKEY 100-0 70-30 60-40 50-50 30-70 0-100
100-0 78358.7702 47251.1742 19297.7174 46497.7984 181539.427
100-0 3 70-30 -31107.59 -59061.0528 -31860.9718 103180.657
60-40 -27953.4568  -753.3758 134288.253
70-30 b 50-50 27200081 162241.709
30-70 135041.628
60-40 C 0-100
50-50 3
30-70 C
HSD 20500.8113
0-100 C MULTIP 6.03
Mse 288966488.7
n 5

Tabla 3. Organizacion de los grupos lograda mediante el andlisis de Tukey, los
mejores tratamientos son el 100% MB-0% MC y 50% MB-50% MC.
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7.9 Analisis estadistico tincion safranina O.

ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico para
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad F
Entre grupos 5.9453E+10 5 1.1891E+10 17.5866204 | 2.45987E-07 2.620654148
Dentro de los
grupos 1.6227E+10 24 676113335
Total 7.5679E+10 29

Tabla 4. Analisis de varianza en el cual se comparan las medias para encontrar
diferencias entre los distintos grupos (tratamientos) de estudio. Incluyendo Ila
informacion aportada por la varianza dentro y entre grupos. Ocupando 29 grados de
libertad obteniendo una p= 2.45 X107 que indica que existen evidencias estadisticas
para afirmar que las diferencias son significativas entre los tratamientos.

Prueba de Tukey.
Prueba de Tukey 1000 7030 6040 5050 3070 0100
1000 : 100-0 29129.0534 11044.1624 28627.9746 717506006 131473.745
70-30 -18084.891 -501.0788 426215472 102344692
70-30 3 60-40 17583.8122 607064382 120429.583
50-50 13122626 102845.771
60-40 d 30-70 59723.1448
50-50 a 2
30-70 b
0_100 C HSD 31358.62839
multiplica 6.03
Mse 676113335.1
n 5

Tabla 5. Organizacion de los grupos lograda mediante el analisis de Tukey, los
mejores tratamiento son el 100 % MB-0% MC, 70% MB-30% MC, 60 % MB-40% MC
y 50% MB-50% MC, con estos estadisticamente se obtiene el mismo rendimiento, sin
embargo, por conveniencia se elegiria el tratamiento con proporciéon 50% MB-50%
MC.
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Se obtuvieron las medias para cada tincion y posteriormente se realizé una
comparacion entre ellas lo que sugiere que en las dos pruebas (azul alciano y
safranina O.) son estadisticamente significativas (P<0.05). Como se mostré en las
tablas 2 y 4 (p<1.2592 E-7 y p<1.4598E-7 respectivamente).

Posteriormente en la tabla 3, prueba de Tukey (tincidon de azul alciano) denota que los
tratamientos se dividen en tres distintos grupos (“a”, “b” y “c”) de los cuales en el “@”
encontramos a 100 % MB - 0% MC y 50 % MB - 50% MC; en el grupo “b” esta 70%
MB-30 % MC y por ultimo en el grupo “c” se localizan los porcentajes 60%MB - 40%
MC, 30%MB - 70% MC y 0%MC - 100%MC. Estos resultados indicaron que los
factores de crecimiento producidos por las células alimentadoras no tuvieron efectos
en los procesos de induccion condral en las células del grupo “c”, en cambio
desempenaron un papel significativo en el potencial de diferenciacién condral de los
grupos “a” y “b”.

La tabla 5, prueba de Tukey en la que se comparan los resultados de la tincion de
“c”. En el primer
grupo “a” ubicamos los porcentajes 100% MB - 0% MC, 70% MB - 30% MC, 60% MB
-40% MC y 50% MB — 50% MC; en el grupo “b” esta 30% MB - 70 % MC y finalmente

en el grupo “c

safranina O., se presentaron de igual manera tres grupos “a”, “b” y

0% MB - 100% MC. Estos resultados sefialan que estadisticamente,
las células alimentadoras influyen en los procesos de induccién condral en la misma
magnitud para 4 de los diferentes tratamientos aplicados, grupo “a”, no asi en los
grupos “b” y “c” donde estadisticamente no existen diferencias significativas pues no

hubo variaciéon en los resultados.
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(@) (b)

Fig. 23. Gréaficas que muestran las medias grupales de los distintos tratamientos
aplicados a las células troncales mesenquimales, (a) tincion de azul alciano, (b) tincion
safranina O.

Las graficas “a” y “b” muestran los promedios grupales de los valores que se
obtuvieron en el analisis de las imagenes de los distintos grupos de estudio aplicados
en las CTM, si tuviéramos oportunidad de agregar mas grupos con distintos
porcentajes de medios de cultivo, podriamos ver de manera mas clara una tendencia
a la normalidad y podriamos explicar de mejor manera la variabilidad existente entre
los diferentes tratamientos, por lo tanto, disminuir el porcentaje de incertidumbre en
los resultados con datos mas sélidos (a) y (b). Esto se traduciria en tratamientos mas
seguros y de mejor calidad para los pacientes préximos a trasplantarse con estas

células ya que se disminuiria en gran cantidad el uso de xeno-aditamentos.
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VIIl. DISCUSION

En el primer estudio se observé como los condrocitos conservaron su fenotipo durante
los primeros 15 dias de cultivo, posteriormente se fueron tornando mas alargadas,
esto concuerda con informes dados por algunos autores como los doctores Follente
2002 y Bataglia 2003 en sus experimentos observaron que los condrocitos en cultivo
en monocapa in vitro pierden rapidamente su aspecto y funcién, lo que conduce a la
formacion de tejido condral comprometido, describen que dependiendo de las
condiciones de cultivo in vitro los condrocitos se pueden conducir hacia un fendmeno
llamado desdiferenciacion que provoca en las células un cambio de fenotipo a
fibroblastico, distinto al que tenian cuando fueron aisladas del cartilago tanto en
morfologia como en expresion de ciertos genes, esta transformacion afecta la
expresion de colagena Il, para solucionar esto se cuenta con distintas opciones entre
ellas esta incluir los condrocitos en matrices tridimensionales o agregar una mezcla
de factores de crecimiento que permita retrasar el proceso de desdiferenciacion, en el
caso de este experimento se optd por cultivar las células a alta densidad para evitar
este fendmeno. De estos cultivos se obtuvieron los sobrenadantes del medio de cultivo
para su uso en diferenciacion de CTM, esto porque aunque se ha informado que
existen otras técnicas para obtener cultivos feeder free como el co-cultivo con
condrocitos o el uso de suero o plasma rico en plaquetas, este protocolo, se propuso
demostrar que realmente se puede eliminar o disminuir el uso de otras células en los
cultivos o el uso de suplementos sintéticos o provenientes de animales. El co-cultivo
de condrocitos y CTM es un buen procedimiento para el desarrollo de tejido condral
pues la MEC de los condrocitos en co-cultivo se produce antes que en los cultivos de
CTM por si solas, ya sea por contacto directo célula celula o por la secrecion paracrina
de los condrocitos, sin embargo, implican mayor manipulacion y costos en los cultivos,
por otro lado, el uso de nuevas alternativas en estos cultivos como plasma o sueros
autoldégos no han resultados con tanto éxito.

Se utilizd como fuente para la diferenciacién condrogénica CTM de médula osea, que
se caracterizan por su plasticidad principalmente hacia distintos linajes provenientes
de la capa mesodérmica, alta capacidad proliferativa, auto-renovacién y modulacion

del sistema inmune. Se confirmd que se trataba de células troncales mesenquimales
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ya que se cumplié con los tres requisitos principales para ser consideradas asi; en
primer lugar se validd la presencia de marcadores especificos de CTM utilizando
anticuerpos monoclonales, los fenotipos obtenidos fueron CD34-, CD14-, CD45- y
CD73+, CD 90+, CD105+, el hallazgo de que el marcador CD90 estuvo altamente
expresado en las CTM es un indicador importante de la capacidad multilinaje de estas
células. Las células fueron sembradas y en corto tiempo fueron adheridas a la
superficie plastica de las cajas de cultivo, una vez llevadas a confluencia se realizaron
protocolos de diferenciacién hacia tejido condral dando como positivas a tincion de
azul alciano, marcadores especificos de tejido cartilaginoso: colagena I, agrecano y
sox 9 confirmando que se trataba de condrocitos y su matriz extracelular produjo
elementos propios de tejido cartilaginoso, asi mismo, se llevé a cabo la diferenciacion
hacia tejido adiposo y se comprobé mediante la tincion de rojo oleoso, resultando
positiva pues las imagenes mostraban tefidos los compartimentos lipidicos dentro de
las células, estos dos experimentos confirmaron la plasticidad de las CTM. Al utilizar
cantidades especificas de factores de crecimiento y SFB para la diferenciacién de las
CTM los resultados son o6ptimos y certeros como se ha demostrado en este y
numerosos experimentos en donde se induce el desarrollo condral, la utilizaciéon de
TGF-B y dexametasona es un método tradicional, sin embargo, se ha observado que
el uso de TGF-f y dexametasona provoca la regulacion positiva en la expresion ciertos
genes, como la colagena X, fosfatasa alcalina y metaloproteinasa de matriz
extracelular 13 (MMP-13), que indica la invariable calcificacidon y vascularizacion del
cartilago.

Con el fin de evaluar la viabilidad condrogénica las CTM se cultivaron con SFB y
sobrenadante de condrocitos articulares en distintos porcentajes, al paso de los dias
las células cambiaron de forma y continuaron con esa apariencia las préximas
semanas. Ensayos realizados admiten que si es posible diferenciar células troncales
de meédula 6sea a cartilago mediante el uso de células alimentadoras como lo
demostraron Zhang y colaboradores en el afio 2015 al realizar ensayos que derivaron
en la obtencion de cartilago elastico mediante el uso de sobrenadante de cartilago lo
cual fue comprobado mediante tinciones, pruebas de Inmunohistoquimica y PCR.
También en afo 2016 Zhenquiang y colaboradores, mediante el uso de células

alimentadoras (fibroblastos embrionarios de raton y fibroblastos de prepucio humano)
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cultivaron células madre embrionarias humanas y posteriormente diferenciaron a
neuronas dopaminérgicas. La diferenciacion se evalué mediante pruebas de
inmunohistoquimica, PCR-tiempo real y microscopia electrénica, finalmente
obtuvieron neuronas funcionales. Otro elemento que fue utilizado en este experimento
y que es importante mencionar es el SFB que aunque se considera un xeno-
aditamento contiene abundantes factores de crecimiento y menor cantidad de
inmunoglobulinas, asi como, niveles pequefos de proteinas de sistemas de
complemento las cuales tienen el efecto de lisar células en cultivo e interferir con
inmunoensayos. Se realizaron ensayos histologicos con azul alciano mostro la
presencia de compuestos sulfatados similares a los que componen la matriz
extracelular del cartilago y la tincion con safranina O reveld la produccion de
glicosaminoglicanos que son secretados por condrocitos maduros. Los analisis
inmunohistoquimicos se ven mas expresados en los tratamientos 60% MB - 40 % MC
y 50% MB -50% MC para colagena |l, agrecano y sox 9, lo que indicé que la
diferenciacion condrogénica de las CTM fue mejorada por el sobrenadante de
condrocitos.

Se realiz6 un ensayo estadistico para demostrar cual de todos los tratamientos
contenia los elementos necesarios para diferenciar y proliferar las CTM, encontrando
que el que ofrece mejores resultados y beneficios es en el que se usé 50% de MB y
50% de MC., con este tratamiento de disminuye el uso de SFB y se utilizan los factores
de crecimiento en la cantidad requerida por las células.

El punto mas importante de esta investigacion es que se ha logrado diferenciar células
madre creando un sistema de cultivo en el cual se limita el uso de xeno-alimentadores;
las células alimentadores desempefiaron un papel determinante para la propagacion
celular y su diferenciacién hacia tejido condral, esto se ve expresado en la produccion
de matriz extracelular y la expresion de ciertas moléculas propias del tejido
cartilaginoso. De esta forma las células alimentadoras pueden proporcionar un

microambiente favorable para el desarrollo celular.
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IX. CONCLUSION

1. Se cultivd con éxito las biopsias de cartilago, de las cuales se obtuvieron los
sobrenadantes que se utilizaron como suplemento para los distintos

tratamientos de las células mononucleares de médula dsea.

2. Se consiguio aislar células mononucleares de médula ésea, de igual manera

se realizaron cultivos para clonarlas in vitro.

3. Se evalud la plasticidad de las células mononucleares aisladas de médula

0sea, logrando diferenciarlas hacia linaje condral y adiposo.

4. La otra parte de las células mononucleares que fue utilizada para implementar
los distintos tratamientos arrojé que los porcentajes 100% MB - 0% MC, 70%
MB - 30% MC, 60% MB - 40% MC y 50% MB - 50% MC son estadisticamente
iguales por lo tanto el tratamiento de eleccidon para diferenciar las células
troncales mesenquimales a tejido condral seria el 50% MB y 50% MC. Ya que
se obtuvo buena diferenciaciéon y crecimiento celular, nos permite utilizar menos
suplementos de origen animal y evitar todos los riesgos de los cuales se han
hablado a lo largo de este documento, asi como minimizar los costos de

tratamientos.

Podemos concluir que existe la manera de realizar cultivos condrales satisfactorios
utilizando suplementos provenientes de células alimentadoras que también son
cultivadas en el laboratorio bajo todos los estandares de calidad cumpliendo con los

criterios de cultivo y diferenciacion hacia tejido condral.
Al ser el tejido cartilaginoso también susceptible a afectaciones en la especie equina

resulta de gran importancia los avances en cuanto a técnicas y tratamientos que se

obtengan para el mejoramiento en la calidad de recuperacion de los tejidos danados.
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XI. ANEXOS

Anexo 1

El azul tripano (Invitrogen, Carlsbad, California) es un compuesto hidrofilico el
cual se utiliza para medir la viabilidad celular ya que por sus capacidades
fisicoquimicas, penetra en las células muertas dando una tonalidad de morado distinta

al blanco que reflejan las células vivas por no dejar entrar al colorante.

1.- Se centrifuga la muestra a 300 g por 5 minutos
2.- Se elimina el sobrenadante
3.- Se resuspende en medio de cultivo el pellet de preferencia pocos mililitros
4.- Se toman 100 | de muestra y 100 pl de azul tripano; se revuelven bien
5.- Se recuperan 100 ul de la suspension celular y se deslizan en la camara de
Neubauer

Nota: La camara de Neubauer consta de ranuras finamente marcadas en el
vidrio, en las cuales se lleva a cabo el conteo de células vivas, tomandose como vivas
a las células que emitan un color blanco.

La camara en la zona de conteo tiene 25 zonas de las cuales se toman las 4

zonas de las esquinas y la zona central para calcular el promedio de células vivas.

‘ [T

H

Se multiplican por 2 ya que son dos camaras, y el resultado dara el total de
células x 10*en 1 ml y multiplicado por el nimero de ml empleados para resuspender

la muestra nos da el nidmero total de células vivas en la muestra.
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Anexo 2
TRIPSINIZACION
Técnica de cosecha celular con tripsina. La tripsina es una enzima proteolitica que

rompe los enlaces de la célula en cultivo y su cama (poli-L-glicina).

1.- Se debe preparar la tripsina a una concentracion de 0.25%

2.- Se suministran 3 ml por caja T 75 de cultivo

3.- Se deja por 5 minutos

4.- Por ultimo se neutraliza la enzima con suero bovino fetal o solucién al 10% de
albumina en PBS

5.- Se centrifuga toda la muestra a 300 g por 5 minutos

6.- Se retira el sobrenadante y se lavan las células con PBS

7.- Repetir los pasos 5 y 6 dos veces mas para eliminar toda la tripsina restante

Anexo 3

Técnica de tincion
Azul Alciano al 0.5 %

50 ml 100 ml 250 ml
Azul Alciano 0.25gr 0.5gr 1.25gr.
HCI0.1 N 50 ml 100 ml 250 ml

1.- Fijar las muestras con PFA por 20°".

2.- Agregar el Azul Alciano hasta cubrir las muestras y dejar toda la noche.

3.- Retirar el colorante y agregar el HCI 0.1 N hasta cubrir las muestras por 5°.
4.- Lavar con PBS dos veces por 30" cada uno.

5.- Almacenar las muestras a 4 °C.
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Anticuerpos

Sc-29958 Santa Cruz
CA, EU.

Deteccion Anticuerpo primario Anticuerpo secundario

Sox-9 Anti sox-9 conejo Acoplado a FITC verde
Sc- 20095 Santa Cruz | anti lgG conejo Ab-6717
CA, EU.

Agrecano Anti AGR ratén Rojo Texas anti-lgG
Sc-33095 Santa Cruz CA, | ratén Sc-2092
EU.

Colagenal ll Anti col Il ratén Acoplado a FITC verde

anti-lgG ratén Ab-6785
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