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III.   RESUMEN

Las células troncales son células inmaduras que tienen la capacidad de

generar diferentes tejidos dependiendo del sitio de aislamiento; éstas, pueden ser

empleadas como tratamiento en diversas enfermedades. El aislamiento de este

tipo de células, es complicado debido a que las fuentes disponibles en el

organismo son de difícil acceso. La sangre periférica y el tejido adiposo  poseen

una población de células inmaduras que pueden ser aisladas sin dificultad, por

otro lado son tejidos de fácil acceso en el organismo y no dejan secuelas

prolongadas en los pacientes. En este trabajo de investigación se aisló una

fracción de células a partir de sangre periférica y tejido adiposo, las cuales fueron

marcadas con anticuerpos monoclonales que reconocen antígenos de superficie

específicos de células troncales mesenquimales (CD34, CD45, CD47, CD14,

CD117, CD90, CD73), dando como resultado lecturas positivas al ser analizadas

por medio de citometría de flujo. La población se cultivó in vitro y fueron sometidas

a varios protocolos de diferenciación, utilizando medios de cultivo específicos para

células inmaduras enriquecidos con factores de crecimiento (factor de crecimiento

transformante, suero fetal bovino) y fármacos (dexametasona, forskolina, ácido

valpórico). En los cultivos, se logró obtener células con características

cartilaginosas, adiposas y neurales; esto debido a que se realizaron técnicas de

inmunohistoquímica detectando componentes específicos de cada tejido al que se

quería diferenciar. Finalmente, se puede asumir que es factible aislar células

inmaduras de sangre periférica y tejido adiposo, positivas a los marcadores de

células troncales mesenquimales las cuales bajo las condiciones de cultivo

adecuadas pueden ser capaces de generar linajes celulares diferentes al tejido del

cual se aislaron.
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IV. ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (msc)  have the capacity to generate different tissues;

these could be used to treat various diseases. The isolation of msc can be

complicated depending on the sources from which they are obtained.   Peripheral

blood and  adipose tissue are potential sources of these cells that can be isolated

easily, with little harm or pain to the patient, leaving no sequelae. Samples of

peripheral blood and adipose tissue were obtained to isolate cells, which were

marked with monoclonal antibodies that recognize specific stem cell antigens

(CD34, CD45, CD47, CD14, CD117, CD90, CD73 ), giving positive readings by

flow citometry; cells were cloned in vitro using several protocols of cell

differentiation  with specific media for inmature cells enriched with growth factors

(transforming growth factor, fetal bovine serum, etc.) and dexamethazone,

forskolin, valporic acid, etc. The cultures obtained showed cells with cartilaginous,

adipose and neural characteristics by inmunohistochemistry. Thus we

demonstrated that it is feasible to isolate inmature cells from peripheral blood and

adipose tissue, positive to stem cell markers which under specific culture

conditions can generate specific cell lineages, diferent to the tissue from which

they were isolated.
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V. INTRODUCCIÓN Y REVISIÓN DE LITERATURA

En la actualidad la ciencia de la salud ha tenido avances sin precedentes

de tal forma que tanto en medicina humana como veterinaria, los diagnósticos

son más oportunos y acertados dando lugar a tratamientos más efectivos para

afecciones de diferente índole. Sin embargo algunos de los tratamientos más

efectivos son muy costosos o dejan a los pacientes con largos periodos de

convalecencia.

Existen enfermedades como la osteoartritis presente tanto en medicina

humana como veterinaria cuyos tratamientos se caracterizan por ser costosos,

con resultados subóptimos; en los procedimientos reportados el tejido de

reparación es de poca celularidad, friable y de consistencia diferente al

cartílago articular. Las técnicas quirúrgicas originalmente descritas requieren de

cirugía abierta con mayor riesgo de complicaciones1. Con el uso de condrocitos

autólogos se requieren dos cirugías para llevar a cabo el procedimiento. La

primera para la obtención de una biopsia de cartílago de donde se obtienen las

células viables para expandir in vitro y la segunda para implantar el constructo

con las células cultivadas y expandidas in vitro2, por lo tanto, el paciente se

somete a varias cirugías y a un tiempo prolongado de recuperación. Existen

estudios a corto y mediano plazo mostrando posible reincidencia de la lesión

condral3.

La medicina regenerativa, está encaminada a la regeneración de los

tejidos del organismo (conjunto asociado de células de la misma naturaleza,

diferenciadas de un modo determinado, ordenadas regularmente, con un

comportamiento fisiológico común), para recuperar tanto sus características

biológicas como funcionales.
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La terapia celular es una línea de investigación aún en desarrollo que ya

se ha estado empleando de forma clínica; esta se fundamenta en el uso de

células funcionales inducidas en el sitio de lesión, (donde el tejido ha perdido

sus características específicas) para ayudar a la recuperación funcional y

estructural del tejido u órgano afectado.

La introducción de la medicina regenerativa como parte de los

tratamientos para enfermedades como la leucemia4-6, o simplemente para la

reparación de tejidos lesionados7-12 ha tomado auge desde ya hace varios

años. El interés médico es regenerar los tejidos dañados y reducir la

cicatrización de los mismos; entendamos cicatrización como la formación de

tejido fibroso diferente al que originalmente se encontraba en el sitio de la

lesión; el tejido fibroso se caracteriza por su poca celularidad; de tal forma que

las pocas células del tejido original junto con los fibroblastos que llegaron al

sitio poseen poco o nulo funcionamiento y el tejido pierde sus características

funcionales iniciales. La reparación de un tejido lesionado incluye incrementar

el número de células funcionales en el sitio de lesión de tal forma que se

recuperen las características fisiológicas iniciales que se poseían antes de la

lesión13-18.

Se han utilizado infinidad de tratamientos cuyo principio es la terapia

celular como el transplante de médula ósea para tratar la leucemia o terapias

mieloablativas, el transplante de células autólogas como los condrocitos en la

reparación de lesiones condrales de la superficie articular, los implantes de piel

como terapia para lesiones por quemaduras, entre otros; sin embargo los

resultados han sido poco duraderos y las lesiones tratadas generan tejido

fibroso sin la recuperación adecuada de la función inicial13.
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En busca de alternativas, se ha desarrollado una línea de investigación,

utilizando células inmaduras que no tienen ninguna característica específica,

dependiendo del sitio de aislamiento y se les ha llamado células troncales.

Las células troncales mesenquimales (CTM) están siendo utilizadas

ampliamente para elaborar los productos con fines de terapia celular. Su uso

en combinación con polímeros biocompatibles y biodegradables presenta una

alternativa para la solución de problemas articulares tanto en equinos, como en

humanos. Se requiere  obtener una gran cantidad de células en cultivo (mínimo

1 x 106 células) para poder emplearlas en la reparación condral. Existe una

gran diversidad de lugares de los cuales se pueden obtener este tipo de

células, a saber; sangre periférica, tejido adiposo, médula ósea, estrato corneo

de la piel, etc. La obtención puede ser a partir de medula ósea que es de fácil

colección y a su vez se cultivan y expanden in vitro para poder obtener los

números necesarios para un implante. Las células aisladas de individuos

adultos o multipotenciales  (CTM) tienen ya una línea de diferenciación por el

hecho de estar en un tejido determinado; sin embargo son capaces de generar

otro tipo celular diferente si se estimulan por medio de factores de crecimiento y

fármacos en el medio de cultivo19-22. Es necesario señalar que estas células a

pesar de estar destinadas a un linaje celular, se consideran inmaduras ya que

no son  funcionales de tal forma que pueden ser estimuladas para generar

células funcionales en el organismo vivo o en cultivo.

Le llamaremos plasticidad a la capacidad de un tipo celular para generar

otro tipo funcional de un tejido determinado. Las células troncales de individuos

adultos (CTA o multipotenciales) están presentes en distintos tejidos

especializados del organismo, encontradas en estado indiferenciado o

inespecífico, son capaces de autorenovarse (clonarse) o generar células

especializadas (progenitores/precursores) del tejido de donde es originaria pero

con la posibilidad de generar los tipos celulares (plasticidad) de la placa

embrionaria que es originaria dicho tejido23; para su diferenciación es necesaria

la estimulación por medio de factores añadidos  al  medio de cultivo.
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Para poder utilizar las CTM es necesario aislarlas del organismo y

caracterizarlas; las técnicas descritas hasta ahora como la que describe el

doctor Verma24 en su artículo son traumáticas para los pacientes y necesitan

de estudios y logística para la manipulación de las muestras; de tal forma que

un perfeccionamiento de la técnica representa un avance en el bienestar de los

pacientes; en mi trabajo se describen dos técnicas de aislamiento que son

menos traumáticas para el paciente y al mismo tiempo se obtienen CTM con

capacidad de autoregenerarse produciendo células precursoras las cuales es

posible estimular para redirigir su linaje25-27.

El reto que abordamos en este proyecto compete terapia celular ya que

se intenta aislar células inmaduras para estimularlas in vitro y formar un tejido

con características funcionales para poder emplearlas como terapia en

Medicina Veterinaria en diferentes tratamientos que enumeraremos

posteriormente. Lo que se busca usando este tipo de células es regenerar

tejidos u órganos que han perdido su función.

La función celular es determinada, entre otros factores, por la inactivación

de genes mediante procesos de restricción (metilación del ADN). Los genes

activos generan en la célula un fenotipo y función característica es esto le

denominaremos “programación” celular. Esta programación se copia en cada

división celular a la nueva hemicadena de ADN, para que el fenotipo sea

transmitido correctamente a todas las células descendientes.

La metilación de la nueva hemicadena es posible gracias a que la célula

posee un mecanismo activo que mantiene el “programa” celular. Algunos tipos

celulares cuentan, además, con mecanismos de des-metilación que permiten a

la célula disponer de nuevo de los genes previamente reprimidos.
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Las células troncales mesenquimales (CTM) presentan un fenotipo

característico evaluado con la presencia o ausencia de ciertos marcadores de

superficie (receptores específicos)25, 28-30; esto quiere decir que las células

indiferenciadas expresan estos receptores facilitando su reconocimiento al ser

aisladas de las diferentes fuentes de células conocidas. Un ejemplo de

marcadores de superficie son CD166, CD105, CD73, CD68, CD34, CD22,

CD13, CD71 31-33, CD135 34. Otra forma de reconocer las células troncales

mesenquimales es por su capacidad de adherencia a las placas de cultivo.

En muchos protocolos el aislamiento de células mesenquimales se realiza

cultivando una población y las células que se adhieran a la superficie de

contacto, son consideradas células troncales; aunque esto no se confirma

hasta que se prueba la plasticidad de esas células adherentes.

En diversos estudios se ha demostrado en humanos la plasticidad de las

células troncales mesenquimales extraídas de médula ósea (CTMmo) de

individuos adultos para diferenciarlas a células de diferentes tejidos23, 35-42; la

médula ósea es la fuente de células troncales mesenquimales  (CTM) más

abundante que se conoce ( en humanos 1 de cada 10 000 células es una

célula troncal hematopoyética) sin embargo la técnica de extracción es un tanto

invasiva.

Las células inmaduras encontradas en sangre periférica son llamadas

precursores de linaje hematopoyético, destinadas a formar células

comprometidas con el linaje linfocitario y tienen su origen en médula ósea de

tal forma que si se aíslan y se estimulan pueden generar otro tipo celular

diferente al hematopoyético40, 43-46. En diversos estudios se ha demostrado la

plasticidad de las células precursoras aisladas de sangre periférica40, 47-49; sin

embargo se requiere del desarrollo de técnicas de ingeniería de tejidos y cultivo

celular para poder llegar a una estimulación integra de las células inmaduras

para encaminarlas hacia el linaje que se quiere40, 43, 44, 50. El método de

aislamiento por medio de sangre periférica se ha llevado a cabo en muchas

terapias celulares un ejemplo es la extracción de precursores para trasplantar a
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pacientes sujetos de una terapia mieloablativa que deje su organismo sin

células de defensa, los precursores son extraídos de la médula ósea45, 49, 51-53 y

se administran al paciente después de su terapia de radiación o quimioterapia

para repoblar su organismo con células de defensa.

El tejido adiposo a parte de estar constituido por adipocitos cuenta con

células sanguíneas, endoteliales, y precursores de adipocitos con distintos

grados de diferenciación, fundamentalmente fibroblastos (células intersticiales

o vacías de lípidos), células mesenquimales pobremente diferenciadas (poseen

pequeñas gotas de lípidos) y células grasas muy pequeñas. Aunque el origen

embrionario de las células grasas no es del todo conocido, varios estudios han

sugerido que la línea adipocitaria deriva del mesodermo y que posee la

capacidad para diferenciarse en células comprometidas hacia el desarrollo de

varios tipos celulares determinados, tales como adipocitos, condrocitos,

osteoblastos y miocitos 42, por esto el tejido adiposo es una fuente de células

multipotentes con la capacidad de diferenciarse a linajes mesenquimales.

Cuando las células de grasa maduras se mantienen en cultivo  se exhiben dos

poblaciones  de fibroblastos, positivas a CD13, CD90, y CD105,

moderadamente positivas a CD9, CD166, y CD54, y negativas a CD31. CD34,

CD66b, CD106, y  CD117, 54-56.

Del tejido adiposo se puede obtener gran número de células 308,849 por

mililitro de lipoaspirado en humanos 11, 34, 54, 57-60 esto convierte a la grasa en

una fuente alternativa en pacientes que necesitan la reparación de algún tejido

dañado por terapia reconstructiva. En animales no hay datos  publicados hasta

ahora acerca del número de células troncales mesenquimales11, 34, 57-60  que se

pueden encontrar tanto en sangre periférica como en tejido adiposo, pero es

uno de los objetivos del trabajo esclarecer este punto.
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Las células multipotentes se reducen en número a medida que el

individuo crece de tal forma que la capacidad regenerativa de los tejidos se ve

disminuida. Con respecto a esto la terapia celular se toma como alternativa de

tratamiento a lesiones locales como los desgarres tendinosos, lesiones de

médula espinal e inclusive quemaduras o lesiones cutáneas. Con esto se

remarca que la medicina actual va encaminada hacia la regeneración como

tratamiento; esta área es relativamente nueva en Medicina Veterinaria aquí en

México y las posibilidades de aplicación son muy amplias.

Las lesiones en sistema nervioso central y periférico independientemente

de su capacidad de regeneración serían favorecidas con el tratamiento de

células troncales mesenquimales diferenciadas a neuronas astrocitos y

oligodendrocitos 61-64.

Las lesiones en cartílago articular, ligamentos y tendones 14, 65-67, son un

candidato al tratamiento con CTM diferenciadas como alternativa a los

tratamientos para patologías como la osteocondritis disecante, desgarres

tendinosos y ruptura de ligamentos.

El aislamiento de células troncales mesenquimales 14, 65-67 representa un

avance sin precedente  ayudando a evaluar su plasticidad al estimular los

cultivos hacia diferentes líneas celulares. Por otro lado la sangre periférica

como fuente de CTM en humanos adultos (4 x 106/L)68, 69; es considerada

práctica y poco invasiva, esta técnica de extracción ha demostrado la obtención

de CTM con plasticidad parecida a las CTMmo.

Hoy en día, existen compañías y personas que sobre valoran el

tratamiento con células troncales, las cuales se dedican a comerciar

utilizandolas para un sin fin de alteraciones en las que ni siquiera se ha

comprobado un efecto regenerativo originado por la propia célula ya que

utilizan muy pocas o no aplican una manera efectiva para hacerlas llegar al sitio

de lesión.
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Se han reportado numerosos éxitos en modelos animales y  humanos aún

emergentes como son enfermedad de Crohn70, 71,  infartos y otras muchas

aplicaciones clínicas que se han hecho con estas células troncales adultas72, 73,

sin embargo esta tecnología sigue en desarrollo y se necesitan muchas

pruebas para poder llegar a la aplicación clínica.
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VI.   HIPÓTESIS

Existen células troncáles mesenquimales en sangre periférica y tejido adiposo,

entonces es posible aislarlas, caracterizarlas y diferenciarlas.
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VII.   OBJETIVO GENERAL

Aislar células troncales mesenquimales de sangre periférica y tejido

adiposo para comprobar la presencia de marcadores de superficie y evaluar su

plasticidad.
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VIII.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Aislar células de sangre periférica y tejido adiposo de caballo y cerdo.

• Analizar las células obtenidas en busca de células positivas a los

marcadores presentes en células inmaduras (Precursores o Células

Mesenquimales; CD34, CD45, CD47, CD14, CD117, CD90, CD73).

• Documentar la cantidad de células obtenidas de cada especie.

• Clonar células positivas a los marcadores de células inmaduras en

cultivo.

• Diferenciar las células positivas en células con características de

condrocitos.

• Diferenciar las células positivas en células con características de

adipocitos.

• Diferenciar las células positivas en células con características de

astrocitos.
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IX.       JUSTIFICACIÓN

Se han utilizado tratamientos a base de células autólogas somáticas para

lesiones de cartílago articular, con resultados parcialmente adecuados y

costosos con problemas de logística y traumáticos para el paciente.

Las células troncales son capaces de ser diferenciadas en varios tejidos

incluyendo el cartilaginoso y por su carácter de inmadurez, representan una

alternativa novedosa ya que no desencadenan respuesta inflamatoria al

utilizarse en alotransplantes.

Dadas las desventajas prácticas y clínicas para el aislamiento de células a

partir de médula ósea, técnicas menos invasivas pueden representar una

alternativa a los tratamientos favoreciendo a los pacientes. La sangre y el tejido

adiposo puede ser un candidato ideal práctico.

El método de aislamiento propuesto representa una técnica menos

invasiva para el aislamiento de estas células y la fácil manipulación del tejido

extraído facilita su empleo  transquirúrgico.

En el campo médico con equinos de alto rendimiento y las alteraciones

musculoesqueléticas que se ven día con día son candidatas exactas para el

tratamiento con células troncales mesenquimales diferenciadas.
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X.    MATERIALES Y MÉTODO

6.1 Estandarización del cultivo de Células troncales mesenquimales.

Se obtuvieron  12 muestras de sangre periférica y tejido adiposo de

cerdos y caballos destinados al abasto, las cuales fueron procesadas para el

aislamiento de células troncales mesenquimales en el Laboratorio de Ingeniería

de Tejidos del Instituto Nacional de Rehabilitación (INR). Los animales no

presentaban ningún tipo de alteración fisiológica aparente y se encontraban

entre los 4 y 7 años de edad (caballos) y entre los 6 y 10 meses de edad

(cerdos).

Procesamiento de muestras de sangre.

Las muestras de sangre, se obtuvieron en tubos vacutainer de 5 ml con

Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), el volumen con el cual se trabajó fue

de 50 ml de sangre periférica extraídos por venopunción de la yugular en

caballos y cerdos, las muestras se refrigeraron en una hielera hasta su llegada

al laboratorio.

En el INR, las muestras fueron procesadas dentro de una campana de

flujo laminar (Forma Scientific, Inc. Ohio, EUA), cada muestra se colocó en

tubos de polipropileno para centrífuga con capacidad de 50 ml (Fig. 1), el

volumen de muestra vertido en cada tubo fue de 10 ml, de tal forma que de

cada una se tuvieron 5 tubos; esto para hacer  una dilución 1:4  con solución

salina fosfatada (PBS) [Invitrogen Co. Gibco. NY, EUA], adicionada con

antibióticos/antimicóticos al 1%, penicilina10,000 UI, estreptomicina 10,000 µg

y anfotericina B 25 µg.

Al mismo tiempo se vertieron 15 ml de Ficoll PaqueMR (Amersham

Biosciences, Piscataway, NJ) en tubos nuevos de polipropileno de 50 ml (cat.

CLS430829 Corning) y se vertieron 25 ml de la muestra diluida de sangre y

PBS; quedando un volumen final de 40 ml, posteriormente se centrifugaron a

400 x g por 30 minutos.
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Después de centrifugarlos, en el tubo de polipropileno de 50 ml se

pueden observar 4 fracciones en el fondo del tubo (Fig. 1) quedan los

eritrocitos, la siguiente fracción es el Ficoll Paque, sigue la capa de células

linfoides y el sobrenadante que consiste en un poco de suero con PBS.

Figura 1. Tubo de polipropileno de 50

ml con las cuatro fases obtenidas por

gradiente de concentración separando la

muestra de sangre periférica diluida con PBS

y Ficoll Paque.

Eliminando el sobrenadante, se tomaron las células que quedaron en la

interface linfoide y se lavaron; este procedimiento consistió en diluir la interface

tomada con PBS (alrededor de 10 ml, ya que al obtener la interface celular se

arrastra suero y Ficoll Paque en un total de 5-8 ml aproximadamente) y se

centrifugó  a 200 x g por 10 minutos, posteriormente se eliminó el

sobrenadante. Las células una vez lavadas, se contaron, utilizando un

colorante de viabilidad llamado azul tripano (Anexo 1).

Sabiendo el número total de células se dividieron en dos una parte para

su análisis por citometría de flujo (marcadores de superficie) y la otra para

iniciar su clonación in vitro.

Procesamiento de muestras de tejido adiposo.

Las muestras de tejido adiposo se obtuvieron post mortem

(inmediatamente después del sacrificio); se utilizaron guantes e instrumental

estéril.

La capa más externa del sitio de obtención, se removió, de tal forma que

el tejido de abajo fue considerado menos contaminado, con una navaja de
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bisturí se cortó por secciones el tejido adiposo, en el caso de los caballos se

obtuvo de la región dorsal del glúteo mayor y en los cerdos se obtuvo de la

región mandibular lateral. El peso de la muestra fue de 4 gr de grasa

aproximadamente y se introdujo inmediatamente en tubos de 50 ml de

polipropileno (Corning, Life Siences)  con 30 ml de solución salina buferada a

pH. 7.4 (PBS) [Invitrogen Co. Gibco. NY, EUA], adicionada con

antibióticos/antimicóticos al 5%, penicilina10,000 UI, estreptomicina 10,000 µg

y anfotericina B 25 µg.

Para aislar las células del estroma adiposo, se lavaron  con volúmenes

iguales de PBS y antibiótico al 10 % (Antibiotic-Antimycotic (100X), liquid,

15240-112, Gibco; Invitrogen Carlsbad, California). Posteriormente para

eliminar la integridad del tejido se llevó a cabo la digestión (Fig. 2) con

colagenasa tipo I (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ,); esto

con la finalidad de liberar las células del estroma adiposo.

Figura 2. El proceso de digestión, se

llevó a cabo a 37ºC por 60 minutos en

tubos de 50 ml de polipropileno (Corning,

Life Siences) sujetados en un aparato de

agitación contínua (Shaker).

La proporción de colagenasa y tejido adiposo fué de 1mg en solución

0.1% (1mg/ml) por cada 0.5 g de tejido adiposo74 a los cuatro gramos de

muestra se les adicionaron 8 mg de colagenasa I. Después de la digestión, se

realizó un procedimiento de centrifugación  a 500 x g por 10 minutos. El

sobrenadante que se eliminó ya que contenía adipocitos maduros, las células

que quedaron en el fondo del tubo formaron un “pellet” o precipitado celular

(éstas son llamadas células del estroma74).
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Las células del estroma, se lavaron para eliminar el exceso de grasa,

utilizando PBS y repitiendo el procedimiento dos veces, posteriormente se

contaron utilizando azul tripano. Con la población de células obtenida, se

procedió a realizar los análisis por citometría de flujo y cultivo primario para su

clonación in vitro.

Análisis por citometría de flujo.

Las células destinadas a los análisis de inmunotipificación por citometría

de flujo, fueron suspendidas en PBS y  puestas en contacto con los anticuerpos

monoclonales para proteínas de superficie los cuales están marcados con un

fluorocromo gracias al cual el citómetro de flujo hace la lectura, evaluando las

poblaciones celulares existentes en la muestra.

El procedimiento es el siguiente: de la muestra de sangre periférica o de

tejido adiposo, se tomaron 100 000 células las cuales se resuspendieron en

200 uL de PBS utilizando tubos de poliestrileno de 5 ml (Falcon, Becton

Dickinson) y posteriormente se añadieron 10 uL de la suspensión de

anticuerpos. Se utilizaron anticuerpos monoclonales anti CD34, CD45, CD47,

CD14, CD117, CD90, CD73 (BD Pharmingen™ www.bdbiosciences.com). Las

muestras se dejaron incubando por 15 minutos en el refrigerador a 4ºC;

después de este período se procedió a su lectura. Los datos fueron analizados

con el software Cell Quest PRO TM (Becton Dickinson).  La emisión de

fluoresceína (FITC) se midió en FL1, PE en FL2, APC en FL3, y 7-AAD en FL4.

Una media de 75,000 eventos fueron analizados con una emisión de laser de

88nm. La estrategia para los portales se hizo conforme a lo publicado por y

cols. 199475. Este método analiza una región de la muestra (R1) representada

por ejemplo por las células CD34+ seguida por las células CD90+ de la misma

región (R2).

Las células englobadas en las dos áreas anteriores se muestran en la

tercera región  (R3) La compensación electrónica se usó para remover la

fluorescencia inespecífica de las lecturas. Para cada marcador se calculó el

porcentaje de células positivas analizado su nivel de expresión. El porcentaje

http://www.bdbiosciences.com).
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de células positivas se tomó como 99.5% considerándose una población

positiva cuando el porcentaje de células positivas al marcador fue mayor a

0.1%75.

Cultivo de células troncales mesenquimales.

Las células destinadas a cultivo, tanto de sangre periférica como de tejido

adiposo (Fig. 3), se resuspendieron en medio de cultivo base el cual es

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)/F12 enriquecido con 5% de

suero fetal bovino (FBS: Trace Scientific Ltd., Melbourne, Australia, Uin:53141

Lot:B01249-500) y 1% de antibiótico antimicótico a 37°C con 5% de CO2 54,74 y

se cultivaron a una densidad de 8 x 103 por cm2 en cajas T25 de cultivo de

poliestireno (Falcon, Becton Dickinson). Se dejaron dos semanas en expansión

con cambio de medio de cultivo cada dos días utilizando DMEM/F12

enriquecido (Fig. 3). Esta fase del cultivo es muy importante ya que da lugar a

la clonación celular y producción de precursores, para aumentar el tamaño de

muestra y probar los distintos medios de cultivo al iniciar la estimulación de las

células para su diferenciación. Las condiciones de cultivo utilizadas en todos

los experimentos son las mismas: 37ºC al 5% de CO2.
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Caballo

                                                          a                                                      c

Cerdo

                                                          b                                                      d

Figura 3.  (a,b) CTM de origen sanguíneo; (c,d) CTM de tejido adiposo.

Protocolos de diferenciación celular.
Condrocitos.

Las células tanto de sangre periférica como de tejido adiposo se llevaron

a confluencia (que las células llenaran toda la caja, Fig. 4) en las cajas de

cultivo de 75 cm2, posteriormente se recolectaron utilizando el protocolo para

cosechar células con tripsina (anexo 2) y se sembraron en forma de cultivo

tridimensional “pellet” (Fig. 5). Se utilizaron tubos de centrífuga de fondo cónico

con un volumen de 15 ml de medio de cultivo DMEM F12 enriquecido con 5%

de suero fetal bovino (FBS, Trace Scientific Ltd., Melbourne, Australia,

Uin:53141 Lot:B01249-500) y 1% de antibiótico antimicótico, el número de

células que se utilizó para tal experimento fue de 1.8 x 106 por “pellet”, esto se

logró centrifugándolas a 200 x g por 10 minutos para compactarlas y formar el

pellet en el fondo del tubo de centrífuga.
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 El medio de cultivo fue reemplazado por Dulbecco´s Modified Eagle

Medium (DMEM), insulina   1.5 mg/ml  transferrina 6.26 mg/ml, ácido selénico

6.25 mg/ml, ácido linoleico 5.35 mg/ml, albumina sérica bovina 1.25 mg/ml,

piruvato 1mM, fosfato 2 ascorbico 37.5 ng/ml, factor de crecimiento

transformante b 3ng/ml, dexametasona 10-7 M y se dejó por 3 semanas con las

mismas condiciones de cultivo a 37°C con 5 % de CO2, cambiando el medio

cada 2 días.

Al término de la fase de cultivo en conglomerado, se realizaron cortes

histológicos de los cultivos tridimensionales para teñirlos con azul alciano y

corroborar la producción de matriz extracelular.

El procedimiento fue el siguiente: los “pellets” fueron incluidos en una

crio-resina la cual sirve para seccionar un tejido dentro del criotomo un aparato

que se encuentra a -20°C; la resina sirve para darle consistencia y volumen a la

muestra para realizar cortes finos y adherirlos a un potaobjetos.

Al final de todos los cortes cada laminilla se puso en una caja de petri

para fijarla con paraformaldehido (PFA) al 4% por 30 minutos, se lavaron las

laminillas con PBS dejándola por 5 minutos entre lavado y lavado repitiendo el

procedimiento tres veces; finalmente de le añadió el colorante y se dejó a 4°C

durante la noche.

Al día siguiente se lavó el exceso de colorante con PBS dejándola por 10

minutos entre lavado y lavado repitiendo por tres veces; finalmente se

observaron las laminillas al microscopio.
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                                              a b

Figura 4. Células de sangre periférica de caballo (a) y cerdo (b) llevadas

a confluencia.

Figura 5. Cultivo de células en “pellet”

Adipocitos:

Las células designadas para la diferenciación adipocítica se cultivaron

en monocapa sembradas en cajas de cultivo T25 a una densidad de 8 x 103

con el medio de cultivo inicial hasta llegar al 100% de confluencia,

posteriormente se cosecharon utilizando tripsina (anexo 2).
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Las células fueron resembradas en cajas de seis pozos de 35 mm de

diámetro cada pozo, ahí se inició la estimulación para encaminar las células

inmaduras a un linaje adiposo, utilizando DMEM, FBS 10 %, insulina  2.5 mg,

dexametasona 10-6 M, isobutil-metilxantina 0.5 mM, indometacina 60 mM.

Al término de la fase de cultivo se realizó una tinción con rojo nilo;

colorante lipofílico que tiñe las vacuolas de los adipocitos; esto con el fin de

evaluar la presencia de grasa dentro de las células estimuladas. El

procedimiento que se siguió fue el siguiente: los cultivos fueron fijados con PFA

al 4% por 30 minutos, posteriormente se lavó con PBS dejandola 5 minutos

entre lavado y lavado, finalmente se colocó el colorante cuidando que cubriera

toda la superficie del cultivo y se incubó durante la noche; al día siguiente se

realizaron 3 lavados con PBS dejándola por 5 minutos entre lavado y lavado,

finalmente se observó al microscopio.

Tejido nervioso:

El protocolo a seguir con las células que se designaron para diferenciar

hacia un fenotipo de tejido nervioso, fue el siguiente76,77: las células aisladas

tanto de sangre periférica como tejido adiposo se cultivaron en Minimal Esential

Medium alfa (alfa-MEM) suplementado con 10% de FBS, 2 mM de L-glutamina,

100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina y 25 ng/ml de anfotericina

B, inicialmente se sembraron a 8,000 células/cm2  en cajas T25 y se

expandieron hasta confluencia. Posteriormente las células fueron cosechadas

con tripsina  y resembradas en cajas de 6 pozos de 35 mm cada pozo76; el

medio de cultivo inicial  se cambió por  DMEM con 20 % de FBS sin

suplementación adicional.

Después de 24 horas y antes de iniciar la inducción, el medio se

reemplazó con medio de neuro-preinducción DMEM/20% FBS/1 mM de β-

mercaptoetanol (BME) después para realizar la diferenciación neuronal, se

cambiaron las células a medio de cultivo libre de suero  DMEM/ con un
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aumento gradual de 1-10 mM BME  probando las diferentes concentraciones y

evaluando la respuesta de las células, a éstas ya que está indicado que

después de 60 minutos de tratamiento empieza a haber cambios en la

morfología 77.

Para el mantenimiento de los cultivos neuronales (1 semana) se empleó

DMEM con 2% de dimetil sulfóxido (DMSO), 200 ug de butirato de hidroxianizol

(BHA), 25 mM KCl, 2 mM de ácido valpórico, 10 uM de forskolina, 1 uM de

hidrocortisona y 5 ug/ml de insulina.

Al término de la fase de diferenciación, se realizó una técnica de

inmunohistoquímica utilizando anticuerpos anti nestina; proteína presente en

células neurales. Primero se fijaron los cultivos utilizando PFA al 2.5% por 20

minutos, posteriormente se lavó por tres veces con PBS dejándola por 5

minutos ente lavados; se añadió la solución bloqueadora (Zymed) reposando

las muestras por 10 minutos y se lavaron tres veces dejando el PBS por 5

minutos entre cada lavado. Se añadió el anticuerpo primario contra nestina

(Santa Cruz Biotech.) y se dejó incubando durante toda la noche a 4°C. Al otro

día se lavaron las muestras por tres veces con PBS esta vez dejándola por 10

minutos entre lavado y lavado, ya eliminado el exceso de anticuerpo primario

se añadió el anticuerpo secundario (Jackson InmunoResearch) y se dejó

incubar por una hora a 37°C; terminado el tiempo se retiró el exceso de

anticuerpo lavando con PBS tres veces. El anticuerpo secundario utilizado se

compró biotinilado de tal forma que para observar la respuesta en el

microscopio se reveló la reacción utilizando diaminobencidina (DAB).
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XI. RESULTADOS

A partir de la sangre periférica del caballo se obtuvieron un total de 6 x

104 células adherentes por cada 50 ml de sangre completa procesados con

Ficoll Paque MR;  después de dos semanas se cosecharon 2 x 106 de células

por caja de cultivo T25.

En el cerdo se obtuvieron 5 x 104 células mononucleares por cada 50 ml

de sangre periférica y al cabo de dos semanas se obtuvieron 5 x 105 células

por caja de cultivo (T25).

De las muestras obtenidas de sangre periférica, se realizaron lecturas

con el citómetro a los días cero, 15 y 30 de cultivo, el fenotipo al día cero en

células de caballo fue CD34+, CD90+, CD 73+, CD45-, CD14-, CD117- (Fig. 6),

el cual se fue perdiendo en las dos lecturas posteriores.

Con respecto a las células de origen sanguíneo de los cerdos, sólo  se

encontró antigenicidad cruzada con los anticuerpos de humano anti CD34 y

anti CD117 (Fig. 7); del mismo modo el fenotipo inicial se fue perdiento a

medida que aumentaba el tiempo de cultivo.

En los histogramas se muestran dos ejes en cada uno se nombra el

anticuerpo con el cual se marcaron, cada imagen presenta cuatro cuadrantes,

en el cuadrante superior izquierdo se muestra las células que son positivas al

anticuerpo enlistado en el eje de las ordenadas; en el cuadrante inferior

izquierdo se muestran las células que no fueron positivas a ninguno de los

anticuerpos; en el cuadrante inferior derecho aparecen las células positivas al

anticuerpo enlistado en el eje de las abscisas; y en el cuadrante superior

derecho se muestran las células que fueron positivas a los dos anticuerpos

enlistados en ambos ejes.
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Figura 6. Análisis por citometría efectuado al concentrado de células
mononucleares aisladas de sangre periférica completa en caballos.

Figura 7. Células aisladas de sangre periférica en el cerdo, en el

cuadrante inferior derecho de las figuras, se observan células positivas a CD34

y CD117 respectivamente.

10 0 10 1 10 2 10 3 10 4
CD34PE

SP DECABA C90/34/7ADD/14.003

100 101 102 103 104
CD117APC

SP DE CABA CD45/34/7ADD/117.002

100 101 102 103 104
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CD14APC

SP DECABA C90/34/7ADD/14.003
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De las células del tejido adiposo se aislaron en el caballo 3.5 x 105

células adherentes por gramo de grasa; obteniendo al cabo de dos semanas de

cultivo 2.5 millones de células.

En el cerdo se aislaron 3 x 105 células adherentes por gramo de grasa y

después de dos semanas de cultivo se cosecharon 2.3 x 106 de células por

caja de cultivo (T25).

Se realizaron lecturas con el citómetro de flujo a los días cero, 15 y 30

de cultivo, el fenotipo inicial en células de caballo fue CD117+, CD90+, CD14-,

CD47- (Fig. 8), el cual se fue perdiendo en las dos lecturas posteriores.

 El fenotipo inicial en células de cerdo fué CD90+, CD117+, CD34+ (Fig.

9) del mismo modo a mayor tiempo de cultivo dejaron de expresar los

marcadores.

Figura 8. Lecturas positivas de los diferentes marcadores en las células

aisladas de tejido adiposo de caballo, de izquerda a derecha se observan en

los diferentes cuadrantes células positivas a CD90, CD117 y CD34.
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Figura 9. Lecturas positivas de los marcadores en células aisladas de
tejido adiposo en cerdos, del mismo modo se observan células positivas a

CD90, CD34 y Dobles positivas en el cuadrante superior derecho.

Diferenciación celular.
Para los cultivos de diferenciación, se aplicaron distintos protocolos

utilizados para células mesenquimales extraídas de médula ósea; solo se
adaptaron las concentraciones de factores de crecimiento y fármacos añadidos.

A partir de este punto las células extraídas tanto de sangre periférica
como de tejido adiposo se manipularon de la misma forma, hablando de

concentraciones de factores de crecimiento, fármacos, tiempos y técnicas de
cultivo.

Condrocitos:

Para iniciar el cultivo de diferenciación celular hacia linaje condral, se
realizó un ajuste a las cantidades de factores añadidos al medio por la

sensibilidad que presentaron las células al cambio de medio, como se muestra
en la Fig. 10, las células sufrieron desprendimiento de la superficie de cultivo y
cambios en su citoplasma, sugerentes a muerte celular.

 El medio al cual se adaptaron muy bien fué DMEM, insulina   1.5 mg/ml
transferrina 6.26 mg/ml, ácido selénico 6.25 mg/ml, ácido linoléico 5.35 mg/ml,

albumina sérica bovina 1.25 mg/ml, piruvato 1mM, fosfato 2 ascorbico 37.5
ng/ml, factor de crecimiento transformante b (TGF-b)  3ng/ml, dexametasona
10-7 M)
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Figura 10. Muerte celular por cambio de medio de

cultivo.

Al realizar la tinción con azul alciano, se corroboró el comportamiento del

colorante (control positivo) al teñir cartílago aislado de la superficie articular

(caballo Fig. 11ª y cerdo Fig. 11b); el color azul inundó toda la matriz del

cartílago probando que el colorante si tiñe la matriz cartilaginosa. En los cortes

histológicos de los “pellets” obtenidos con células de sangre periférica, se

encontró una reacción negativa en la superficie celular (Fig. 12); por el contrario

en los cortes histológicos de los “pellets” obtenidos con células obtenidas del

estroma adiposo se observó una reacción positiva en ciertas áreas de la

superficie de cultivo probando que las células produjeron componentes

sulfatados en su matriz (Fig. 13).
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                         11ª                                                                 11b

Figura 11. Fragmento de cartílago maduro teñido con azul alciano, en la

imagen se muestra como se tiñe la matriz del tejido, haciendo evidente la

presencia de compuestos sulfatados.

Caballo

Cerdo

Cultivo Primario                                         Cultivo diferenciado

Figura 12. Cultivo primario de células obtenidas de sangre periférica

(nótese el fenotipo celular inicial: células alargadas con citoplasma irregular) y

cultivo diferenciado (corte histológico de los cultivos tridimensionales “pellet”)

posterior a la tinción con azul alciano.
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Caballo

Cerdo

Cultivo Primario                                         Cultivo diferenciado

Figura 13. Cultivo primario de células de tejido adiposo (nótese el

fenotipo celular inicial: células alargadas con citoplasma irregular) y cultivo

diferenciado (corte histológico de los cultivos tridimensionales “pellet”) posterior

a la tinción con azul alciano.

Adipocitos:

Las células designadas para la diferenciación adipocítica, se adaptaron

primero al medio de cultivo base y cambiándolo por el de inducción;  DMEM,

suero fetal bovino 10 %, insulina  2.5 mg, dexametasona 10-6 M, isobutil-

metilxantina 0.5 mM e indometacina 60 mM; con este medio se cultivaron por 7

días cambiando el medio cada 48 horas. Finalmente se realizaron las tinciones

con rojo nilo obteniéndose células positivas al colorante tanto de las células

aisladas de sangre periférica (Fig. 14) como de los cultivos de estroma adiposo

(Fig. 15); indicando acúmulos de lípidos dentro del citoplasma (Fig. 16). Cabe

mencionar que el cambio de fenotipo fue tal que aún sin el colorante las células

exhibieron en su citoplasma un aumento en el tamaño y número de vacuolas.
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Caballo

                                                              a                                                        c

Cerdo

                                                                b                                                        d

Figura 14. (a,b) células de sangre periférica durante la fase de cultivo

primario (se puede llamar fenotipo fibroblástico a la forma espigada de su

citoplasma); (c,d) células de tejido adiposo al día 14 de cultivo, día 7 de

diferenciación (es evidente la formación de vacuolas gigantes dentro del

citoplasma de la célula).
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Caballo

                                                              a c

Cerdo

                                                                b                                                        d

Figura 15. (a,b) células de tejido adiposo durante la fase de cultivo

primario (se puede llamar fenotipo fibroblástico a la forma espigada de su

citoplasma); (c,d) células de tejido adiposo al día 14 de cultivo, día 7 de

diferenciación (es evidente la formación de vacuolas gigantes dentro del

citoplasma de la célula).
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Se verificó la diferenciación por medio de histoquímica utilizando Rojo

Nilo  el cual tiñe los cúmulos de lipidos dentro de las células 78 (Fig. 16).

Células de sangre periférica                                Células del estroma adiposo

                Caballo                                                               Caballo

   Células de sangre periférica                               Células del estroma adiposo

                  Cerdo                                                                     Cerdo

Figura 16. Se observan los cultivos ya diferenciados de las  células

extraídas de sangre periférica y estroma de tejido adiposo (positivos al rojo

nilo).

Tejido nervioso:

 Las células destinadas a la formación del linaje nervioso, sufrieron

cambios muy drásticos en su microambiente; iniciando la etapa de cultivo con

alfa-MEM enrriquecido; DMEM con 20 % de FBS, medio de neuro-preinducción
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DMEM/20% FBS/1 mM de β-mercaptoetanol (BME) 24 horas antes de la

neuroinducción; finalmente DMEM/ con un aumento gradual de 1-10 mM BME.

Para el mantenimiento de los cultivos neuronales (1 semana) se empleó

DMEM con 2% DMSO, 200 ug de butirato de hidroxianizol  (BHA), 25 mM KCl,

2 mM de ácido valporico, 10 uM de forskolina, 1 uM de hidrocortisona y 5 ug/ml

de insulina, el cambio de fenotipo (Fig. 17) fue muy marcado en los cultivos de

células extraídas de sangre periférica; por el contrario de las células extraídas

del estroma adiposo. Sin embargo los dos tipos celulares fueron positivos al ser

incubados con el anticuerpo anti-nestina.

Caballo

                                                     a                                               c

Cerdo

b                                               d

Figura 17. (a,b) células de sangre periférica al inicio del cultivo primario;

(c,d) células de sangre periférica en la fase final de diferenciación día 30 de

cultivo, 15 de diferenciación hacia fenotipo neuronal.
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Figura 18. Cultivo de células precursoras de sangre periférica en la

etapa final de diferenciación neural y positivas a nestina.

Para los cultivos de células extraídas del estroma adiposo (Fig. 18), el

cambio de fenotipo no fue muy evidente sin embargo fueron positivas a la

detección de nestina.

Caballo

                                                                  a                                            c

Cerdo

                                                                      b                                            d

Figura 19. (a,b) células de tejido adiposo al día 3 de cultivo-expansión;

(c,d) células de tejido adiposo al día 30 de cultivo, presentan positividad a la

marca del anticuerpo anti-nestina representado con la coloración café de las

células. .
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Se realizaron pruebas utilizando el anticuerpo anti-nestina para

reconocer células de encéfalo de ratón (Fig. 19); como control positivo y se

observó que el anticuerpo marcó muy bien.

Figura 20. Células de Cerebro de Ratón

positivas al anticuerpo anti-nestina (control

positivo).
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XII. DISCUSION

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica y tejido adiposo

en 12 individuos adultos (caballos y cerdos), el procedimiento utilizado tanto

para células mononucleares23, 40, 79, 80 como para tejido adiposo37, 54, 74 se tomó

de protocolos previamente publicados. Para aislar los precursores de sangre

periférica se adaptó el protocolo de Sanchez-Ramos utilizando una dilución 1-4

en lugar de 1.077 g/ml, evaluando la separación de la fracción mononuclear  a

simple vista, el protocolo es parecido al del Dr. Koerner, sin embargo resultó

más efectivo no dejar sedimentando la muestra antes de diluirla.

El protocolo utilizado para la digestión del tejido adiposo fue tomado de

los protocolos reportados por  Yoshimura, Miyazaki y Mitchell resultándonos

muy efectivo cambiando el tiempo de digestión a una hora.

Al realizar el aislamiento de las células  se comprobó la presencia de

marcadores específicos de células troncales mesenquimales utilizando

anticuerpos monoclonales sintetizados contra células humanas, los anticuerpos

monoclonales sólo reconocen una parte del antígeno contra el cual se

sintetizaron; esto indica antigenicidad cruzada presumiendo homología en la

secuencia proteica de los receptores.

Los fenotipos obtenidos en sangre periférica fueron CD34+, CD90+, CD

73+, CD45-, CD14-, CD117- en el caballo y CD34+ y CD117+ en el cerdo. En

el tejido adiposo se encontraron en el caballo los siguientes marcadores

CD117+, CD90+, CD14-, CD47- y en el tejido adiposo del cerdo CD90+,

CD117+, CD34+. Los marcadores CD34, CD90, CD117 se encuentran en

células troncales mesenquimales, el CD73, CD14 son específicos de

precursores hematopoyéticos y el CD45, CD47 son de células linfoides y

fibroblastos respectivamente. Todos estos resultados son similares a los

encontrados por McEwan C.33 en su trabajo con células embrionarias; lo que
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corrobora que los marcadores con los que trabajamos están presentes en

células inmaduras. Por otro lado el doctor Yoshimura K y Miyasaki, 2005 34, 74en

su trabajo con células inmaduras de grasa, presenta un fenotipo diferente; las

células con las que trabajan son positivas a CD13, CD90, y CD105,

moderadamente positivas a CD9, CD166, y CD54, y negativas a CD31, CD34,

CD66b, CD106 y  CD117 y presentan una plasticidad similar a las que se

aislaron en este trabajo.

Con el fenotipo encontrado en las células aisladas de sangre periférica y

tejido adiposo se puede presumir que las células que se cultivan son células

troncales mesenquimales,  sin embargo para poder asegurar esta premisa, es

necesario según la literatura13, 24, 29, 81-84, evaluar su capacidad para

diferenciarse hacia diferentes tejidos.

De tal forma que se iniciaron los protocolos de diferenciación para

evaluar la plasticidad de las células aisladas hacia linaje condral, linaje neural y

adiposo, como parte del tejido mesodérmico del cual son origen las células que

se obtuvieron en las muestras. Al añadir al medio de cultivo los factores de

crecimiento y fármacos indicados en los protocolos, se obtuvo en los cultivos

celulares un cambio de fenotipo característico de los fenotipos celulares

encontrados en los tejidos a los cuales se pretendió llegar con la estimulación

celular, sugiriendo un cambio en la expresión de proteínas derivado de un

cambio en el metabolismo celular.

Cada tejido tiene células específicas que lo integran y poseen una

función en especial; lo que las diferencia es su metabolismo y la capacidad de

producir proteínas y factores que otras no pueden; esto se traduce como la

expresión de genes específicos en la célula integrante del tejido los cuales

pueden o no expresarse dependiendo del microambiente en el que se

encuentre. El cartílago por ejemplo posee sus células funcionales que son los

condrocitos, estas células producen una matriz que caracteriza al propio

cartílago la cual está formada entre otras de colágena tipo II, tipo X y
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compuestos sulfatados como los glicosaminoglicanos. El tejido nervioso

expresa un tipo propio de proteínas y algunas de ellas están presentes en la

superficie de sus células integrantes, una de ellas es la nestina, proteína

presente en los precursores neuronales y células de la glia. Por otro lado

existen tejidos que tienen células con características físicas especiales como el

tejido adiposo, los adipocitos almacenan lípidos dentro de su citoplasma en

forma de grandes vacuolas, depósitos que sirven como reserva energética.

En este estudio para comprobar el cambio de fenotipo se realizaron

diferentes pruebas con técnicas de histoquímica e inmunohistoquímica para

comprobar la diferenciación de las células inmaduras aisladas de sangre

periférica y tejido adiposo hacia los linajes condral, adiposo y nervioso.

Para el tejido condral se realizó la tinción con azul alciano; este colorante

se caracteriza por unirse a los compuestos sulfatados como los que integran la

matriz condral en el cartílago79, 85; de tal forma que si se detectan este tipo de

compuestos en un cultivo se puede especular que las células integrantes del

cultivo producen una matriz integrada por compuestos sulfatados. Al principio

de iniciaron cultivos en monocapa; estos no mostraron tener afinidad por el azul

alciano; por el contrario permanecieron sin color debido a que no produjeron

matriz celular rica en compuestos sulfatados. El metabolismo de una célula

cultivada en monocapa va a ser diferente al de una célula cultivada con un

método de cultivo tridimensional, aún cuando se le añadan los mismos factores

de crecimiento y fármacos al medio de cultivo; por tal motivo se realizó una

técnica de cultivo la cual llamamos cultivo en conglomerado o en “pellet” para

verificar si las células cultivadas a alta densidad pudieran exhibir la producción

de matriz extracelular rica en compuestos sulfatados.

En los ensayos realizados con los cortes histológicos de “pellets” con
células aisladas de sangre periférica sometidas al medio de cultivo estimulante
para diferenciación hacia linaje condral no se obtuvieron resultados positivos,
similares a los reportados por Dr. Koerner al tratar de diferenciar precursores
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sanguíneos a condrocitos. Por el contrario cuando las células inmaduras
procedentes de tejido adiposo se incubaron con el medio de cultivo condral al
final de la fase de diferenciación presentaron una tinción positiva del azul
alciano lo cual nos dice que empezaron a sintetizar matriz celular integrada con
compuestos sulfatados. Esto indica que las células posiblemente produzcan
otro tipo de proteínas similares a las que se encuentran en el tejido
cartilaginoso.

En el tejido adiposo natural un adipocito se reconoce gracias a que
dentro de su citoplasma lleva grandes vacuolas llenas de ácidos grasos; en el
experimento con las células inmaduras estimuladas hacia linaje adiposo, se
utilizó el rojo nilo, colorante que tiene gran afinidad por los lípidos añadiendo
una coloración rojo brillante a las vacuolas de ácidos grasos dentro de los
adipocitos, resultado similar al publicado por el Dr. Koerner en 2006 que obtuvo
células adiposas de precursores sanguíneos aislados de médula ósea y sangre
periférica. Al término de la fase de cultivo para diferenciación adipocítica, se
efectuó la técnica antes mencionada obteniéndose resultados positivos de
ambos grupos celulares hacia este tipo de linaje, traduciéndose como la
acumulación de ácidos grasos dentro del citoplasma celular donde antes no la
había.

En los ensayos de plasticidad que se efectuaron con las muestras de
células aisladas para estimular su diferenciación neural, se efectuaron
diferentes ensayos variando las concentraciones de los factores añadidos al
medio de cultivo. Para corroborar el cambio de metabolismo en las células, se
elaboró una técnica de inmunohistoquímica, detectando la presencia de la
nestina neuronal en los cultivos diferenciados, en los cultivos celulares
obtenidos a partir de sangre periférica las células mostraron un acumulo de
anticuerpos traduciéndose como una respuesta positiva al anticuerpo. Por el
contrario en las células extraídas de tejido adiposo no se encontró acumulo de
complejos antígeno anticuerpo en la superficie celular, traduciéndose como una
respuesta negativa a la nestina86, el doctor Drapeau en 2005 se dedicó a
buscar esta proteína en tejido de cicatrización estipulando que es un marcador
exclusivo de células inmaduras comprometidas a un linaje neural.
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XIII. CONCLUSIONES

1. Se logró el aislamiento de células mononucleares de sangre periférica y

células del estroma adiposo, así mismo se logro realizar cultivos de las

mismas y clonarlas in vitro.

2. Se obtuvieron lecturas positivas a los marcadores presentes en células

inmaduras (Precursores o Células Mesenquimales).

3. Se evaluó la plasticidad tanto de células mononucleares aisladas de

sangre periférica como de tejido adiposo; pudiendo lograr la

diferenciación de las células a linaje condral, adiposo y nervioso.

4. La plasticidad celular entre las células de cerdo y caballo no mostraron

diferencia, sin embargo la presencia de marcadores no fue similar.
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XV.  ANEXOS

Anexo 1

El azul tripano (Invitrogen, Carlsbad, California) es un compuestro

hidrofílico el cual se utiliza para medir la viabilidad celular ya que por sus

capacidades fisicoquímicas, 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 µl de muestra y 100 µl de azul tripano; se revuelven bien

5.- Se recuperan 100 µl de la susencióon celular y se  deslizan en la cámara de

Neubauer

Nota: La cámara de Neubauer consta de ranuras finamente marcadas en

el vidrio, en las cuales se lleva a cabo el conteo de células vivas, tomándose

como vivas a las células que emitan un color blanco.

La cámara 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.

Se multiplican por 2 ya que son dos cámaras, y el resultado dará el total

de células x 104 en 1 ml y multiplicado por el número de ml empleados para

resuspender la muestra nos da el número total de células vivas en la muestra.
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Anexo 2

Técnica de cosecha celular con tripsina. La tripsina es una enzima proteolítica

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

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

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

3.- Se deja por 5 minutos

4.- Por último se neutraliza la enzima con suero bovino fetal o solución al 10%

de albúmina 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 más para eliminar toda la tripsina restante

Anexo 3

En el caso del caballo se obtendrán muestras de la región dorsal del glúteo

mayor, se lavará el area con Iodo espuma y se enjuagará con alcohol del 96°

se realizará la incisión el la piel para obtener de 3-5 gramos de grasa

subcutánea.

En los cerdos se realizará la asepsia de la región a incidir al igual que como se

describió anteriormente la del caballo y se obtendrán igual  de 3-5 gramos de

tejido adiposo para proceder a la digestión enzimática.

Las muestras se transportarán al Laboratorio en solución PBS con 10 % de

antibiótico (Antibiotic-Antimycotic (100X), liquid, 15240-112, Gibco; Invitrogen).
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