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1. Abreviaturas

AGM
ALP
BMP
B-GP
CLG
CT
CTA
CTE
CTH
CT™M
CTM-MA
EA
ERM
ES

FS

GPI
HA
HBsAg

H-DMEM

IFN-Y

INPer
ISCT

JAK’s
MA

Aorta-Gonada-Mesonefros

Fosfatasa alcalina

Proteinas morfogénicas éseas (nombre en inglés)

B-gliserolfosfato

Colagena

Células Troncales

Células Troncales Adultas

Células Troncales Embrionarias

Células Troncales Hematopoyéticas

Células Troncales Mesenquimales

Células Troncales Mesenguimales derivadas de Membrana Amniotica
Epitelio Amni6tico

Proteinas de enlace a la membrana-citoesqueleto (nombre en inglés)
Estroma

Tamafio celular (Forward Scatter)

Glicosil-fosfatidilinositol (nombre en inglés)

Hidroxiapatita

Antigeno de superficie de la Hepatitis B (hombre en inglés)

Medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco con alta glucosa
adicionado con 1% de antibiético-antimicético y 10% de suero fetal
bovino inactivado

Interferébn gamma

Interleucina

Instituto Nacional de Perinatologia

Sociedad Internacional de Terapia Celular (International Society
Cellular Therapy)

Familia de proteinas Janus Cinasa (nombre en inglés)

Membrana amniobtica



MB Membrana Basal

MEC Matriz Extra Celular
Proteincinasa activada por mitogeno-1 (Mitogen-activated protein

IR kinase-1)

MO Médula Osea

NKB Matriz 6sea bovina Nukbone®

oC Osteocalcina

ON Osteonectina

OP Osteopontina

PBS Amortiguador de Fosfatos (nombre en inglés)

PLGA acido poli(lactico-co-glicolico) (nombre en inglés)

RER Reticulo Endoplasmico Rugoso

SFB Suero Fetal Bovino

SSC Complejidad interna (Side Scatter)

TGE-B Factor de crecimiento transformante (Transforming growth factor) beta
1

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral (nombre en inglés)

UFC Unidades Formadoras de Colonias

VHC Virus de Hepatitis C

VIH Virus de | inmunodeficiencia humana
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5. Resumen

La pérdida de la continuidad 0sea por diferentes causas tiene una alta incidencia en
centros hospitalarios de primer nivel en México, donde se comienza a emplear
biomateriales cuya labor es promover la reparacion y/o regeneracion 6sea mediante
la induccion de de la adhesion de células troncales y su diferenciacion osteoblastica
sobre el biomaterial. Tal es el caso de la matriz 6sea Nukbone (NKB), el cual es un
biomaterial con caracteristicas osteoconductoras e osteoinductoras demostradas a
nivel de expresion génica, sin embargo, se desconoce el mecanismo de accion de
este biomaterial, asi como la posible participacion de aspectos osteocinmunoldgicos
gue cursen con activacion de citocinas proinflamatorias y/o antiinflamatorias que

pudieran estar participando en el proceso de regeneracion 6sea mediado por NKB.

En este contexto, la osteoinmunologia es la ciencia que estudia la interaccion a nivel
molecular de los sistemas esquelético e inmunoldgico. Hasta ahora lo que se
conoce sobre esta disciplina es la participacion de algunas citocinas, asi como
transductores de sefializacién que tienen lugar en la regulacién entre las células
inmunes y 6seas. En un principio, la osteoinmunologia se enfocaba principalmente
en describir la comunicacion de estos sistemas en enfermedades inflamatorias y
autoinmunes, sin embargo, actualmente esta disciplina se ocupa de esclarecer el

vinculo entre el sistema inmune y procesos como el recambio 6seo y la cicatrizacion.

Con estos antecedentes, el presente trabajo se enfoco en la identificacion de las
principales citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), IFN-Y y TNF-a) involucradas
en la diferenciacion in vitro de Células troncales mesenquimales derivadas de
membrana amniética humana (CTM-MA) hacia el linaje osteoblastico inducidas por
NKB, con la finalidad de comprender el mecanismo por el cual este biomaterial
favorece la regeneracion 6sea. Para tal efecto, las CTM-MA se obtuvieron por
digestion enzimatica, se caracterizaron por medio de ensayo clonogénico,
multipotencialidad e inmunotipificacion, y se determinaron aspectos celulares como
la proliferacion, conformacién morfoldgica y el perfil de citocinas secretadas durante

la diferenciacion osteoblastica.




Los resultados demostraron que las CTM-MA cultivadas en presencia de la NKB
secretaron una mayor concentracion de citocinas proinflamatorias después del dia
14, a comparacion de las células cultivadas sin el biomaterial. Este efecto puede
estar mediando la activacion del proceso de diferenciacion osteoblastica que

promueve el biomaterial.



6. Introduccion

La osteoinmunologia, es una disciplina en expansion, desde su origen en el afio
2000, esta disciplina se centra en el estudio de las interacciones moleculares entre
células 6seas e inmunes, asi como de los mecanismos de regulacién relacionados
[1-3]. Hasta ahora, esta disciplina ha contribuido a esclarecer la participacion de
algunas citocinas, asi como transductores de sefializacion que tienen lugar en la
regulacion entre células inmunes y O0seas. Estas moléculas regulan la conducta
celular del hueso durante procesos inflamatorios, infecciosos o durante la
cicatrizacion, todo ello a través de la modulacion de respuestas celulares
anabdlicas y catabodlicas [1]. No obstante, la informacién sobre este aspecto es
escasa, debido a que su estudio se ha centrado principalmente al estudio del vinculo
entre los osteoclastos y células inmunes [2], dejando de lado la busqueda de los
efectos sobre los osteoblastos, al existir poca informacion detallada sobre el patrén
de produccién de citocinas de esta estirpe celular, la cual es la principal formadora

de hueso.

En este sentido, es importante realizar estudios sobre el perfil de citocinas y factores
de crecimiento que activen y/o produzcan los osteoblastos, dado que estas células
son las responsables de la sintesis de hueso y de la remodelacion 6sea debido a la
modulacién que ejercen sobre la actividad osteoclastica y sobre el proceso de
diferenciacion osteobléstica. La estimulacion de la diferenciacion osteoblastica es
una capacidad que poseen algunos inductores como los provenientes de la matriz
extracelular (MEC) como colagena tipo | (CLG-I), osteonectina (ON) y osteopontina
(OP); también algunos factores solubles poseen la capacidad de estimular este
proceso, como los factores de crecimiento, siendo uno de los mas potentes las
proteinas morfogénicas Oseas (BMP) y por ultimo factores quimicos como
dexametasona, acido ascorbico y el B-glicerolfosfato inducen a diferentes niveles la
diferenciacion osteoblastica [4, 5]. De manera conjunta, existen biomateriales que
inducen esta diferenciacion, uno de los cuales es la matriz 6sea bovina Nukbone®
(NKB), una matriz que esta compuesta por cristales nanométricos de hidroxiapatita

(HA), asentados sobre CLG-I [6]. Este biomaterial es utilizado como xenoimplante




en el tratamiento de defectos 0seos, como fracturas y fisuras, de igual forma en
odontologia se emplea como relleno 6seo, en ortopedia como relleno en huesos
largos, vértebras, maxilares; también se emplea como relleno de globo ocular [7].
En México los accidentes y las enfermedades crénico-degenerativas son problemas
de salud publica, que de acuerdo con estudios estadisticos, incrementara hasta en
un 40%, tan solo la incidencia de fracturas de cadera para el afio [38]. El gran
namero de personas afectadas por lesiones discapacitantes, asi como las
consecuencias que esas lesiones tienen en quienes las padecen han concitado la
atencion de la comunidad cientifica, en la busqueda biomateriales éseo
regenerativos como NKB, que si bien es cierto ha demostrado propiedades
osteoconductoras y osteoinductoras, el conocimiento acerca del perfil de citocinas
gue induce este material al catalizar el proceso de diferenciacion osteoblastico ain

no ha sido develado.



7. Marco tedrico

7.1.Hueso

El hueso es un tejido conectivo duro compuesto principalmente por fibras de CLG-I
mineralizadas con cristales de fosfato de calcio, este tejido posee un disefio que le
proporciona la microarquitectura ideal para su alta vascularizacién e inervacion,
ademas de otorgarle el soporte mecénico que requiere. En el hueso tienen lugar
una gran variedad de funciones metabdlicas, por lo que es considerado un tejido

dindmico al sufrir una continua reparacion y remodelacion [8-10].

Existen dos tipos de arquitecturas Oseas las cuales estdn determinadas por la
disposicion de las laminillas compuestas por matriz osteoide calcificada. El hueso
cortical o compacto se estructura en conductos de Havers en los cuales discurren
vasos sanguineos y nervios, recubiertos de laminillas en disposicion concéntrica
donde se sitlan los osteocitos, estos pequefios orificios también son conocidos
como lacunas y todo esto en conjunto se denomina osteona o sistema de Havers.
Los canales de Havers se comunican mediante canales transversales denominados
canales de Volkmann. El hueso esponjoso o trabecular lo constituyen laminillas
Oseas en forma de red que delimitan cavidades areolares ocupados por elementos
hematopoyéticos (médula ésea). (Fig. 1) Tanto el hueso cortical como el esponjoso

contienen células especializadas, matriz organica y fase mineral. [8]
7.1.1. Células 6seas

En el hueso coexisten varios tipos de células que se pueden encontrar dentro del
propio tejido 6seo como en el estroma conjuntivo de la médula 6sea. Las células
pertenecientes a este Ultimo son las Células Troncales Mesenquimales (CTMs),
Células Troncales Hematopoyéticas (CTHSs), adipocitos, macrofagos, mastocitos y
células endoteliales [8]. En cuanto al propio tejido se encuentran presentes cuatro

tipos de células 6seas: osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.
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Fig. 1. Esquema de una seccion de un hueso largo. El esquema muestra la organizacion y

localizacion del hueso compacto y del esponjoso. (Molist, P. et. al., 2014) [10].

7.1.1.1. Osteoblastos

Son las células formadoras de matriz del hueso en crecimiento y maduro con vida
media de 1 a 10 semanas, debido a su labor secretora poseen un nucleo grande
claro, un reticulo endoplasmico rugoso (RER) bien desarrollado, gran cantidad de
ribosomas libres y un aparato de Golgi voluminoso, (Fig. 2) estos organelos
participan en la produccion de proteinas de la matriz 6sea como CLG-I, osteocalcina
(OC, osteonectina (ON) y diversos factores de crecimiento. Con el objeto de
comunicarse con la red de osteocitos y osteoblastos vecinos utilizan proteinas de
membrana que permiten la entrada a una serie de mensajeros como calcio,

hormonas, citocinas, vitaminas y proteinas morfogénicas 6seas (BMP) [8, 12, 13].

Los osteoblastos sintetizan la matriz organica que inicialmente al no estar calcificada
es nombrada como tejido osteoide a un ritmo de 2 a 3 um por dia, con una vida
media de alrededor de 10 dias, asimismo expresan la fosfatasa alcalina (ALP)
enzima caracteristica que permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 pum por dia [8,

13]. Otra actividad primordial de los osteoblastos es modular la reabsorcion 6sea a



través de la regulacion de la actividad osteoclastica, esta regulacion es efectuada

mediante la sintesis de citocinas especificas [13].
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Fig. 2. Representacion esquematica de células 6seas. (Sobotta, W., 2008.) [11].

A medida que la mineralizacion continda los osteoblastos quedan inmersos en la
matriz, en este punto del proceso de mineralizacién 6sea, los osteoblastos pueden
tomar tres direcciones: 1) morir por apoptosis (20%), 2) formar parte de las células
limitantes o de revestimiento o 3) diferenciarse en osteocitos (15%), llegando asi a
los estadios mas avanzados de maduracion. Los osteocitos se encuentran en las
lacunas osteociticas rodeados de tejido mineralizado duro lo que irrumpe su
capacidad migratoria, no por ello dejan de desempefiar un importante papel en el
tejido 6seo, ya que se encargan de la transmision de informacion sobre el estado

interno del hueso hacia la superficie [8, 14, 15].

7.1.1.2. Osteoclastos
En el proceso perpetuo de remodelado y neosintesis de la matriz 0sea los
osteoclastos realizan la resorcion de la matriz calcificada [12]. Los osteoclastos
tienen estructuras especializadas en la membrana: un borde en cepillo

caracteristico de los osteoclastos activos, que es donde tiene lugar la reabsorcion,



para tal efecto, en sus cercanias se encuentran muchas mitocondrias y lisosomas;
y una zona clara, rica en microfilamentos de actina con integrinas que sirven de
anclaje a la MEC (Fig. 2). En este sitio se crea una zona de sellado llamado
compartimiento subosteoclastico, es aqui donde se produce la reabsorcién por

acidificacion y protedlisis por hidrolasas acidas de la matriz 6sea y cristales de HA
[8].

Respecto a la osteoclastogenesis actualmente se sabe que los osteoblastos son
fundamentales para la formacion de osteoclastos. Asi, el factor estimulante de las
colonias de macrofagos (M-CSF) producido por los osteoblastos es requerido en las
primeras fases de la osteoclastogénesis para la formacién de células gigantes

multinucleadas [8].

7.2.Células Troncales

Las células troncales (CT) también conocidas como células progenitoras (del inglés
stem cells, tronco) se definen como células indiferenciadas con capacidad de
diferenciarse ante determinadas sefiales en diversos tipos de células especializadas

tanto morfolégica como funcionalmente, asimismo son capaces de autorrenovarse.

Su estudio se inicid a principios de la década de 1970, cuando Till y McCulloch y
mas tarde Becker y colaboradores observaron que algunas células de la médula

0sea (MO) podian generar todos los tipos de células hematopoyéticas in vivo [16].

7.2.1. Clasificacion por origen y potencialidad

Las CT pueden clasificarse atendiendo a su origen en células troncales adultas
(CTA) obtenidas de un organismo completamente desarrollado y células troncales
embrionarias (CTE) provenientes de carcinomas embrionarios o embriones
producidos por fertilizacion [17]. Aunada a esta clasificacién se encuentra también

la basada en su potencialidad que se menciona a continuacion.

La clasificacibn mas comudn de las CT se fundamenta en la capacidad de

potencialidad que tienen para originar células de diferentes estirpes, lo cual esta



relacionado con el grado de diferenciacion de las CT como se muestra en la Tabla

1.

Tabla 1. Caracteristica de las Células Troncales de acuerdo a su potencialidad (Mata-Miranda, M.,

2013 y Anzaldua, A, et. al., 2007) [17].

Caracteristica

Descripcion

Totipotenciales

Pluripotenciales

Multipotenciales

Unipotenciales

Unicamente el cigoto y las descendientes de las dos primeras divisiones
son células totipotenciales ya que tienen la capacidad de formar tanto el
embrién como tejidos extraembrionarios (membranas extrafetales)

A los cuatro dias, las células totipotenciales empiezan a diferenciarse,
formando el blastocisto y la masa celular interna. Las células de la masa
celular interna son consideradas pluripotenciales y pueden diferenciarse en
las tres lineas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), pero
pierden la capacidad de formar tejidos extraembrionarios .

Capaces de producir un rango limitado de linajes de células diferenciadas
de acuerdo a su localizacion.

Pueden autorrenovarse repetidamente para formar un tejido.

Son capaces de generar un solo tipo de célula.

7.3.Células Troncales Mesenquimales

Las CTMs son CT que fueron caracterizadas en la década de los afios 60’s con los

trabajos realizados por A. Friedenstein y colaboradores quienes las aislaron de MO

y las describieron como células adherentes de morfologia fibroblastoide, capaces

de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos

y adipocitos, entre otros [18].

7.3.1. Ontogenia

Tras la fecundacion del ovulo y el espermatozoide comienza la primera etapa del

desarrollo embrionario: la segmentacion, que consiste en una serie de divisiones

mitéticas y procesos bioquimicos que conducen al estadio conocido como

blastocisto. Este sufre continuas divisiones que resultan en diferentes estructuras



embrionarias, entre ellas el epiblasto, el cual en la tercera semana durante la
gastrulacion da origen a las tres capas germinativas: el ectodermo, el mesodermo y
el endodermo. Es a partir de la capa mesodérmica que se originaran la lamina
lateral, el mesodermo praxial y el mesodermo intermedio, siendo este ultimo donde
tienen origen las CTM y las CTH que rodean a la aorta en una region denominada
aorta-gonada-mesonefros (AGM) dado que posee el microambiente necesario para

alojar a ambas células a través de una coordinacion funcional entre ellas [19].

7.3.2. Fuentes de obtenciéon

Las CTM residen en diversos tejidos, las primeras se aislaron a partir de MO
aproximadamente hace cuatro décadas, desde entonces se ha considerado a este
organo como la principal fuente de obtencién de dichas células [20]. No obstante la
MO como fuente de aislamiento de estas células presenta limitantes considerables
dado que el procedimiento de obtencién es invasivo, tiene una baja tasa de
aislamiento (el 0.003% de células mononucleares son CTM ) [25], la disminucién en
la capacidad de proliferacion y de diferenciacion celular segun la edad del donante;
razones por las cuales fuentes alternativas como la sangre de corddén umbilical
(SCU) y tejido adiposo (TA) se han aceptado para el aislamiento y cultivo de estas

células.

De igual manera tanto la SCU y el TA conllevan inconvenientes, la primera a pesar
de contar con un 100% de potencial de diferenciacion osteogénica posee una baja
tasa de aislamiento (30 — 35%) [25], requiere de un volumen minimo de 30 mL de
muestra y presenta el inconveniente de su incapacidad de diferenciacion hacia linaje
adipogénico. Por otro lado, las células provenientes del TA a pesar de ser obtenidas
a través de un método no invasivo de aislamiento, solo exhiben potencial de

diferenciacion hacia el linaje hematopoyético y no hacia el mesenquimal [19].

Hoy en dia se ha demostrado la presencia de CTM en tejidos como cartilago,
periostio, sinovia, liquido sinovial, musculo, tendones, endotelio vascular, tejido
nervioso, pancreas, higado, liquido amniético, sangre periférica, dermis, pulmones,
pulpa dental, timo, bazo, cerebro y placenta [19]. Las CTM de estos tejidos se han

aislado y caracterizado, de manera particular, las CTM de tejidos neonatales han



llamado recientemente la atencion, debido a su baja controversia ética, su facil
acceso Yy alto contenido de CTM. Estos tejidos incluyen la membrana amniotica (MA)
y la membrana coridnica, la placenta, gelatina de Wharton y el cordén umbilical [23].

En este sentido, las membranas fetales que rodean al feto estan constituidas por
dos membranas que se encuentran adosadas, la amnidtica y la corionica. La
membrana amnidtica (MA) es una estructura biologica traslicida que no tiene
nervios, masculos o vasos linfaticos. El grosor de esta membrana varia de 0.02 mm
a 0.5 mm y consiste en tres capas: la capa epitelial, la membrana basal y el tejido
mesenquimal avascular. La capa interna adyacente al liquido amniotico, esta
constituida por una capa homogénea de células cuboidales adosada a la membrana
basal, la cual a su vez esta unida a una capa acelular compuesta por CLG-I, Il y V.
Por fuera de ésta se encuentra un recubrimiento de células estromales de tipo
fibroblastos y escasos macréfagos, incrustados en una malla de fibras reticulares.
Mas externamente, se encuentra una capa muy variable en espesor, que es la capa
intermedia 0 esponjosa, rica en elastina, proteoglicanos, glucoproteinas y fibras de
CLG-lll, que separan el amnios del corion. Por otro lado, el corion, es la zona
histolégica méas gruesa de las membranas fetales y tiene mayor celularidad que el
amnios. La porcion final del corion se adosa con la decidua interna como se muestra
en la Figura 3 [24,40].
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Fig. 3. Membranas fetales humanas. Se muestra la membrana amniética a término: capa interior
gue rodea al feto, compuesta por células epiteliales y troncales mesenquimales amnidticas; el
corion: externamente se une a la decidua, compuesto por CTM coriénicas y células trofoblasticas

coriénicas; decidua: parte materna de la placenta. (SPA electrénico Latinoamérica) [25]

7.3.3. Criterios de la Sociedad Internacional de Terapia Celular para la
identificacion de Células Troncales Mesenquimales

En el afio 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) propuso tres
criterios para definir a las CTM: adherencia en cultivo; expresion de antigenos
CD73, CD90 y CD105 en ausencia de hematopoyéticos CD34, CD45, marcadores
de monocitos, macréfagos y linfocitos B; y capacidad de diferenciacion hacia linajes
mesenquimales in vitro como osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo

condiciones estandar de cultivo.

Adicional a lo propuesto por ISCT, es necesario que cumplan con dos criterios
adicionales para poder clasificarlas como CT; que las CTM realicen procesos de
autorrenovacion, es decir, que durante la division celular solo una de las células

hijas inicie programas de diferenciacion celular, y ademas que sean capaces de



desarrollar plasticidad clonogénica y diferenciacion hacia tejidos de capas

embrionarias diferentes a mesodermo como ectodermo y endodermo [26].

7.3.3.1. Adherencia de las Células Troncales Mesenquimales a
superficies de cultivo

La adherencia de las CTM a superficies plasticas de cultivo, es uno de los criterios
establecidos por la ISCT para caracterizar a las CTM, debido a que las CTH no
presentan esta caracteristica, por lo que la adherencia es el método convencional

de seleccion.

Las propiedades de las superficies plasticas de cultivo para permitir la adherencia
in vitro de las células, se relaciona con las interacciones moleculares y la topografia
de dichas superficies. El proceso de la interaccién celular con la materia es
altamente dinamico y depende de varios factores que repercuten en la respuesta

celular; todo el proceso se puede dividir en diversos eventos celulares.

El primero se refiere al contacto de las células con el fluido o medio de cultivo
seguido de la adsorcidon de las proteinas de superficie al material, lo cual esta
influenciado por las caracteristicas de pH, composicion idnica y temperatura de la
solucion, posteriormente ocurre la fase de contacto de las células la cual se produce
de manera rapida e intervienen caracteristicas fisico-quimicas como fuerzas de Van
der Waals. La fase de adhesion celular ocurre en periodos mas largos e involucra
moléculas de adhesién y remodelacion del citoesqueleto, las cuales interactian de
manera sinérgica para inducir una respuesta de proliferacion, migracion y

diferenciacion celular [27].

Las CTM expresan una gran variedad de proteinas en la superficie celular que
incluyen integrinas, receptores de factores de crecimiento, receptores de
quimiocinas y moléculas de adhesion (ICAM-1,-2,-3, L-selectina, IL-1R, IL-3, VLA-
1, entre otras). En este sentido, la adhesion de las células a la superficie del material
es regulada por algunas de estas moléculas; la adhesién se realiza desde distintos

sitios de contacto, los cuales se clasifican en: contactos focales, contactos cerrados



y contactos de la MECdependiendo de la distancia entre la célula y el sustrato y la

presencia de las proteinas de adhesion [27, 28].

7.3.3.2. Inmunofenotipo

Hasta la fecha no se ha identificado una molécula de superficie especifica y/o Unica
de CTM, no obstante, uno de los criterios para identificar las CTM por
inmunofenotipo se basa en un panel de anticuerpos monoclonales. El
inmunofenotipo aceptado para la identificacion de CTM es la coexpresion de CD73,
CD90y CD105, en ausencia de marcadores hematopoyéticos como CD34 y CD45
[26].

Ademas de los antigenos mencionados anteriormente propuestos por la ISCT,
estudios han demostrado que las CTM se caracterizan por expresar moléculas
como STRO-1, CD44 y CD166, que son propuestas por algunos autores para la
tipificacion de células mesenquimales [49, 50], Sin embargo, el potencial de
diferenciacion osteogénico, condrogénico y adipogénico, depende de la presencia
y ausencia de varios de estos marcadores, es decir, que la ausencia de algun
marcador mesenquimal no determina estrictamente que las células no sean
mesenquimales, ya que hay trabajos que reportan que células positivas para uno,
dos o tres marcadores mesenquimales tienen la capacidad de diferenciarse hacia

linajes mesodérmicos [47] .
e Estructura y funcién del CD73, CD90 , CD105, CD44, CD166 y STRO-1

La molécula CD73 también conocida como 5”- ectonucleotidasa, es una proteina de
70 kDa unida a través de un anclaje de glicosil-fosfatidilinositol (GPI) a la membrana
extracelular, donde cataliza la hidrélisis de monofosfatos de nucledsidos
extracelulares a sus correspondientes nucledsidos, lo cual permite la entrada de
adenosina, inosina y guanosina a la célula, para su posterior conversion en ATP y
GTP. Recientemente se ha asociado a mecanismos de adhesion celular debido a
gue co-expresa con integrinas, por lo que ha sido reconocido como un mediador de
la funcion celular de CTM [29].



La CD90 o Thy-1 es el miembro mas pequefio de la superfamilia de las
imunoglobulinas que participa como molécula de adhesion celular (25-35 kDa). Se
expresa en gran variedad de células incluyendo CTM, CTH asi como en diferentes
células en los tejidos linfoides tales como fibroblastos, neuronas y células
endoteliales activadas. Se ha relacionado con procesos de inflamacion y
cicatrizacion a través de la sintesis y liberacion de factores de crecimiento, citocinas
y componentes de la MEC para ayudar a la reparacion del tejido dafiado. CD90
juega un papel en las interacciones célula-matriz y célula-célula a través de la

modulacién de los mediadores inflamatorios de la respuesta inmune [30].

La molécula CD105 (endoglina) es una glicoproteina de 180 kDa, fosforilada que
atraviesa la membrana de las células, el complejo externo se une al Factor de
crecimiento transformante B1 (TGF-f1) que es una citocina implicada en la
proliferacion, diferenciacion y migracion celular. En algunos estudios se ha
demostrado que CD105 regula la expresion de ciertos componentes de la MEC
como fibronectina, colagena e inhibidor del activador del plasmindégeno 1 [27].

Por otro lado, la molécula CD44 es una proteina transmembranal que posee un
peso molecular de 37 kDa y forma parte de la familia de los receptores hialurénicos.
Se puede asociar a miembros de la familia ERM (proteinas de enlace a la
membrana-citoesqueleto). La CD44 es el receptor extracelular principal para
glucosminoglicanos y acido hialurénico; también se ha reportado que esta proteina
se une a CLG, laminina y fibronectina. Entre sus funciones se encuentra mediar
sefiales co-estimulatorias, adhesion, migracion, presentacion de factores de
crecimiento y citocinas. Se expresa en la mayoria de los linfocitos, ademas de

monocitos, granulocitos, timocitos, fibroblastos y CTM [51].

También conocida como molécula de adhesion celular activadora de leucocitos, la
CD166, es una proteina que cuenta con un peso molecular de 100-105 kDa.
Estudios realizados sugieren que CD166 tiene un papel importante en la
hematopoyesis involucrando a las CTM, ya que la proliferacion y diferenciacion de
las CTH depende de la asociacion con las CTM presentes en el estroma medular,

las cuales generan una diversidad de factores reguladores incluyendo citocinas y



factores de crecimiento que mantienen interacciones adhesivas esenciales para la

supervivencia y funcion de las CTH. [52]

En 1991 se identifico6 STRO-1 como un antigeno especifico para la identificacion de
CTM presentes en el estroma medular, convirtiendose en un posible marcador
especifico para este tipo de células. Investigaciones realizadas demuestran que
STRO-1 es un marcador que se expresa en el desarrollo temprano de las CTM,
cuando conservan completamente su plasticidad y no se han diferenciado a
progenitores comprometidos; y su expresion declina cuando genes asociados a la
diferenciacion y expansion osteogénica como el Factor de union al nucleo Al
(CBFAL, de las siglas, core binding factor Al) inician la interaccion con la OP y OC.
Investigaciones recientes se enfocan en elfi establecimiento de la estructura de
STRO-1, para una mayor comprension de las funciones celulares realizadas por

esta molécula. [52]

7.3.3.3. Diferenciacion de Células Troncales Mesenquimales

La multipotencialidad o capacidad de diferenciarse en diversos linajes de tipo
mesodérmico, como osteoblastos, condrocitos y adipocitos, es otra de las
caracteristicas que define a las CTM como entidades multipotentes en un sistema

in vitro.

Es importante mencionar que In’t Anker y colaboradores [42] fueron los primeros en
demostrar en el afio 2004 la capacidad de diferenciacion osteogénica y adipogénica
de las CTM-MA, mas tarde Portmann-Lanz y colaboradores demostraron su

capacidad de diferenciacion miogénica y neurogeénica [31].



Tabla 2. Inductores de diferenciacion de las Células Troncales Mesenquimales (Flores, I. 2010).
[27] La tabla muestra, las tres lineas de diferenciacién mesodérmica basicas junto con sus

inductores in vitro.

Linaje Inductores

Osteoblastico e Dexametasona
= [B-glicerolfosfato
« Acido ascorbico

Adipogénico = Dexametasona
= [sobutiimetixantina
« Insulina
= Indometacina
Condrogénico s TGF-p1

7.4. Diferenciacion Osteoblastica

La diferenciacion osteoblastica se puede caracterizar en tres etapas: 1) proliferacion
celular y biosintesis de la MEC, 2) maduracion de la MEC y 3) mineralizacion de la
MEC.

Durante la proliferacion celular y biosintesis de la MEC que ocurre entre 10 a 12
dias de cultivo, se expresan altamente genes de proteinas asociadas a la biosintesis
de la MEC (CLG-I, fibronectina y TFG-B3) cuya expresion posteriormente disminuye
a nivel basal. El final de esta etapa es modulado negativamente por la acumulacion
de CLG-I contribuye al cese de la proliferacién celular.

Previo al inicio de la fase de maduracion, la MEC modifica su composicion y
organizacion, lo que da origen a la mineralizacion de la MEC, la cual se caracteriza
por la expresibn maxima de la ALP en el dia 21 de cultivo celular. De manera
conjunta, las colagenasas, enzimas encargadas de la remodelacion de la MEC

alcanzan su maxima expresion, catalizando la remodelacion 6sea.

Finalmente, la mineralizaciéon de la MEC se detona a través de la expresion de
proteinas como OC, sialoproteina 6sea y OP, las cuales alcanzan su maxima

expresion hacia los dias del 16 al 20 en condiciones in vitro [32].



En general, un preosteoblasto avanza a través de tres distintos estadios
morfoldgicos y metabdlicos para llegar a ser un osteoblasto maduro y luego un
osteocito. Existe una regulacion entre cada etapa que ocurre a través de sefales

fisiolégicas que puedan actuar negativa o positivamente (Fig. 4.)

CLG-I (-)
Fibronectina l
Linaje Maduracion
Renovacion  Comprometido  Proliferacion  de la Matriz  Mineralizacién
] 1 L ) L ) I L) I L)
/'J_
AlLP OC
Supresion {+) (+)
— fenotipica (AP-1)
Vitaminap  Glucocorticoldes
BMP TGFp BMP
P TGFp B FGF-2
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: e Celula Pr
Celula madre Osteoprogenitor o-osteocblasic Ogieoblasto Osteocht

Fig. 4. Osteoblastogénesis. La progresion desde una célula mesenquimal hasta un osteocito es
regulada por sefiales como TGF-f3, BMPs, vitamina D y glucocorticoides. Las microfotografias
muestran las etapas de proliferacion (tincién con Trypan blue), maduracion de la matriz extracelular
(histoquimica para fosfatasa alcalina), y mineralizacion (tincién de von Kossa para el contenido de
calcio). (Adaptacion de Villegas, K. 2008 [33])

7.4.1. Inductores solubles
La diferenciacion osteogénica in vitro de las CTM se caracteriza por la formacion de
depositos de calcio y aumento de expresion de ALP que puede ser activada
después de la exposicion de las células a dexametasona, BGP y acido ascorbico
(Fig. 5).



La dexametasona es un corticosteroide sintético que posee propiedades
antiinflamatorias, inmunosupresoras y reguladoras del calcio sanguineo, que a
concentraciones fisioldgicas (10 nM), promueve la diferenciacion osteoblastica de
las CTM in vitro. Esta diferenciacion se induce a través de la via MKP-1 (Mitogen-
activated protein kinase-1), la dexametasona regula la fosforilacion de CBFA-1, que
dirige la diferenciacion osteogénica uniéndose a un elemento especifico de
osteoblastos llamado OSE2, en la region del promotor de los genes diana regulando
asi, la expresion y activacion de los genes de OC vy sialoproteina 0sea, asi como
incrementando la actividad de la ALP y la acumulacion mineral en las células

promoviendo finalmente la diferenciacion osteoblastica de las mismas.
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Fig. 5. Diferenciacion osteogénica. Se muestran la induccion osteoblastica mediante los factores
solubles dexametasona, acido ascérbico y B-glicerolfosfato, que activan el proceso de

diferenciacion osteoblastica por diversas vias (Flores, I. 2010) [27].



Otro inductor el B-GP es un fosfato organico, este compuesto tiene la capacidad de
estimular la deposicion de calcio en modelos in vitro, induciendo la formacion de
calcio por actuar como sustrato de la ALP 0sea, en cuya reaccion enzimatica se
produce un incremento de fosfatos inorganicos en el medio. El &cido ascoérbico es
otro suplemento esencial para la diferenciacion de CTM a osteoblastos. En cultivos
de CTM, el &cido ascorbico estimula la hidroxilacibn de amino&cidos y
procesamiento del procolagena. La sintesis normal de CLG depende de la
hidroxilacion de los residuos de prolina y lisina para formar hidroxiprolina e
hidroxilisina, respectivamente. Las enzimas hidroxilasas, que catalizan esta

hidroxilacién, requieren acido ascérbico como cofactor [25].

7.4.2. Materiales inductores

Los materiales inductores o biomateriales “inteligentes” tienen la capacidad de
inducir la formacion de hueso ectdpico a través de la modificacion de su entorno,
generando asi un ambiente adecuado para la formacion de hueso. En este sentido,
aspectos fisicoquimicos como la composicion quimica, las caracteristicas
nanométricas, micrométricas y macrométricas de la superficie son factores
determinantes para que un material posea potencial inductor [34]. Estas
caracteristicas fisicoquimicas dotaran al biomaterial de la capacidad de modular
diversas respuestas celulares, incluyendo la adhesion, la supervivencia, progresion
del ciclo celular, asi como la expresion de fenotipos especializados. Dentro de los
biomateriales osteoinductores, se encuentran las ceramicas naturales y sintéticas,
como la HA y el fosfato tricalcico Cas(POa)2, asi como diversos copolimeros como

el PLGA (HA / acido poli(lactico-co-glicélico) y particulas de oro [34].

Los materiales osteconductores, permiten el crecimiento celular en su superficie o
hacia el interior de su estructura, promoviendo la migracién celular y la consecuente
formacién de hueso, esto se ha visto en biomateriales a base de fosfatos de calcio
en forma de ceramica, cementos y recubrimientos, ademas de alimina y diversos
biovidrios porosos [34,44]. Por otro lado, los materiales osteoinductivos poseen la
capacidad de inducir a progenitores osteoblasticos a proliferar y diferenciarse hacia

el linaje osteoblastico, siendo un claro ejemplo el NKB. En este sentido, el



biomaterial ideal para tratar defectos 0seos, debe poseer, propiedades
osteoconductoras y osteoinductoras, debido a que de ambas caracteristicas
dependera el éxito de la capacidad y adaptacion funcional que tenga el

xenoimplante insertado en el hueso y la posible regeneracion tisular.

Otro factor importante de los materiales inductores, es la topografia. La superficie
de algunos biomateriales es un patrén similar al resultado de la resorcion Osea .
Este patron superficial permite que la linea de cementacion secretada por los
precursores osteoblasticos se entrelace con la superficie del biomaterial y asegure
la neoformacion de hueso. De la misma manera, el recubrimiento de la superficie
del implante puede incrementar la adsorcion de integrinas, promoviendo la adhesion
celular. Esta union tiene lugar debido al reconocimiento de secuencias proteicas
especificas que se encuentran tanto en el citoesqueleto de las células como en el
sustrato. La unién de estas secuencias activa vias de sefializacion que modifican el
comportamiento de la célula, activando procesos como la proliferacion y la
diferenciacion celular. De manera conjunta, Damsky y colaboradores han
demostrado que las interacciones mediadas por integrinas son esenciales para la
supervivencia, proliferacion, especifica expresion de genes y mineralizacion de la
MEC de los osteoblastos [35, 36, 44].

7.4.3. Matriz 6sea bovina Nukbone

7.4.3.1. Composicién y estructura

El xenoinjerto de condilo femoral bovino liofilizado Nukbone® (NKB) se forma de
una matriz extracelular acelular. Dicha matriz estd constituida por cristales
nanométricos de HA depositados sobre CLG-I, composicidn que es igual en todos
los mamiferos que se caracteriza por formar una red que puede favorecer
osteoconduccion y/o osteoinduccion por células del tejido 6seo y tejido muscular. A

diferencia de otros biomateriales, el tratamiento quimico empleado durante la



obtencion de NKB, permite conservar la composicion y topografia de su fuente

natural [6].
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Fig. 6. Estructura de la matriz 6sea bovina Nukbone. a) Macroestructura de NKB por medio de
microscopio estereoscoépico; b-d) micrografias electrénicas de NKB, en b se observa la forma
diametro e interconectividad de poros. En ¢ se muestran las lagunas dentro del poro. En d) una
ampliacion de la laguna observada en c, permite apreciar las fibras de CLG I. (Rodriguez, N. et al.,
2013) [5]

7.4.3.2. Regeneracion 6sea

NKB, ha demostrado participar en el proceso de regeneracién 6sea, debido a sus
propiedades oteconductoras e osteoinductoras. En este sentido, estudios realizados
in vivo, en 2009 demostraron que el implante de NKB se colonizé, con CTM y
osteoblastos provenientes del tejido sano en el rededor del implante, a la vez que
catalizod la formacion de trabéculas y la sintesis de MEC, demostrando asi la
capacidad de osteoconduccion del biomaterial [37]. Este hallazgo, promovio su
empleo en el tratamiento de lesiones 0seas con pérdidas importantes de hueso
como , pseudoartrosis, artrodesis y tumores benignos, demostrando favorables
resultados al ser biocompatible y adecuado para patologias donde se requiere

aporte 6seo. En todos los pacientes el xenoimplante se integré completamente al



hueso, convirtiéendose en hueso de neoformacion y sin complicaciones en un

periodo de seguimiento de 2 afios [38].

Desde la develacion de las propiedades osteoconductoras de NKB, nuevas
atribuciones se le han sumado a este biomaterial de acuerdo con Rodriguez y
colaboradores, quienes demostraron que NKB posee la capacidad de inducir la
diferenciacion osteoblastica de CTM-MA, dicha capacidad fue evaluada a través de
la induccién de la expresion de genes clave del proceso de diferenciacion
osteoblastica, aunado a estos hallazgos, NKB demostro favorecer la adhesion asi

como la proliferacién celular en un modelo in vitro. [5]

Actualmente NKB se usa ampliamente en odontologia, ortopedia y cirugia

maxilofacial como relleno 6seo, , entre otras patologias.

7.5. Osteoinmunologia

En las ultimas dos décadas, numerosos cientificos han puesto en evidencia las
interacciones entre las células 6seas e inmunoldgicas, asi como los mecanismos de
regulacion relacionados. Por ejemplo, los osteoclastos se derivan de las mismas
células precursoras mieloides que dan lugar a los macrofagos y las células
dendriticas. Por otro lado, los osteoblastos regulan nichos de CTH a partir de las
cuales se derivan todas las células sanguineas e inmunitarias. Ademas de esto, se
ha demostrado que diversos mediadores solubles de células inmunes, incluyendo
citocinas y factores de crecimiento regulan las actividades de los osteoblastos y los

osteoclastos.

Este significativo reconocimiento de las complejas interacciones entre el sistema
inmune y el hueso llevo al desarrollo del campo interdisciplinario de la
osteoinmunologia. Este término, fue utilizado por primera vez en el afio 2000 por
Aardn y Choi, destacando la comunicacion que existe entre los sistemas inmune y
esquelético especialmente observados en enfermedades inflamatorias

autoinmunes. Por otra parte, ademas del arsenal de moléculas de sefializacion



mutuas, las células inmunes y de los huesos también comparten un sitio comun de
origen, la médula 6sea. Debido a la proximidad espacial de las células en desarrollo,
se propone que se influyen entre si, no s6lo después de la maduracion y activacion

sino en el resto de su existencia. [2,3]

En algunos casos, la pérdida 6sea acompafiada por trastornos autoinmunes
especificos es muy severa, por lo que naturalmente han emergido observaciones
clinicas que describen mecanismos por los que las células inmunes y las citocinas
inflamatorias median el catabolismo del hueso. Sin embargo, mas alla de estos
resultados, una comprensiéon méas profunda de las interacciones entre los sistemas
inmunitario y esquelético esta emergiendo, y los datos recientes demuestran que el
sistema inmune puede desempefiar funciones pro-anabdlicas. Por otra parte, el
papel del esqueleto en el desarrollo de linajes celulares inmunes ha recibido cada

vez mas reconocimiento. [1]

7.5.1. Citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas de bajo peso molecular
producidas por diversos tipos celulares que actian fundamentalmente como
reguladores de las respuestas inmunitaria e inflamatoria. Las citocinas actian como
reguladores sistémicos a concentraciones del orden de nanomoles y picomoles,
modulando la actividad de un amplio espectro de tipos celulares. Por otro lado, las
citocinas pueden actuar como factores de crecimiento, a través de un mecanismo
autocrino, paracrino, yuxtacrino o retroquino. En cualquier caso, el efecto biolégico
de las citocinas se produce a través de su interaccion con receptores de membrana
especificos que desencadenan una cascada de reacciones bioquimicas en el

interior de la célula diana que determina su accién biologica. [45, 46]

Las citocinas constituyen una compleja red de interacciones que involucra a
diversos linajes celulares. En dicha red, cada una de las citocinas actua al inducir o
suprimir su propia sintesis o la de otras citocinas o sus receptores. Del mismo modo,
las citocinas favorecen de manera sinérgica la accion de otras citocinas o bien

actian como antagonistas de sus efectos biolégicos y se caracterizar por su efecto



redundante, hecho que subraya la importancia de su funcion reguladora. Por otro
lado, las citocinas se caracterizan por su capacidad de actuar pleiotropicamente
sobre diversos tejidos y producir multiples efectos biol6gicos de manera simultanea.
[46]

De manera anéloga, los osteoblastos ademas de responder a los factores de
crecimiento y de diferenciacion, también responden a cierto tipo de citocinas que
actian de forma local. Estas son moléculas que regulan el comportamiento celular
del hueso bajo situaciones de inflamacion, infeccion, remodelacién y cicatrizacion,
el resultado de estas respuestas celulares puede ser tanto anabodlico como

catabdlico. [39]

El efecto de las citocinas pro-inflamatorias en el hueso depende del momento y el
contexto de su expresion. Una citocina puede tener efectos tanto pro-regenerativos
como de pro-resorcion sobre el hueso. Diversos autores han reportado que la
presencia de citocinas inflamatorias como IL-18, TNF-a e IL-6 estimula la
produccion de ALP, OC y aumentan la expresion de CBFA-1, respectivamente. Las
citocinas tienen la capacidad de presentar efectos sinérgicos o antagoénicos, la
exposicion simultanea de IL-1B y TNF-a tiene efectos sinérgicos sobre la deposicién
de MEC mineralizada de las CTM [39-41]. Estas citocinas ejercen efectos
anabdlicos al presentarse a dosis bajas en periodos cortos que van de 24 a 96
horas, no obstante, la exposicion crénica genera dafio resultando en la inhibicién de
la formacion de nodulos de hueso, la disminucion de ALP y CLG-1, entre otros

efectos.

Por otra parte, citocinas como IFN-Y’, IL-4 e IL-10 pueden contrarrestar los efectos
pro-inflamatorios de TNF-a, IL-1B e IL-6, aunque existe informacién discordante en
cuanto a su efecto, se dice que tienen la capacidad de promover la diferenciacion
osteoblastica, inhibir la osteoclastogénesis a traves de la fosforilacion de tirosina de
una variedad de proteinas de osteoclastos, sin embargo, al igual que las citocinas
inflamatorias los niveles altos por tiempo prolongado provocan huesos

extremadamente débiles. [41, 42]



8. Objetivos

Objetivo general

Identificar las principales citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), IFN-Y y TNF-
a) involucradas en la diferenciacion in vitro de células troncales mesenquimales

amnioticas en osteoblastos a partir de su cultivo en la matriz 6sea bovina Nukbone®

Objetivos particulares

e Obtener y cultivar Células Troncales Mesenquimales a partir de membrana
amni6tica humana.

e Caracterizar las Células Troncales Mesenquimales de Membrana Amnidética
en un sistema in vitro a través de ensayo clonogénico, multipotencialidad e
inmunotipificacion de marcadores de superficie.

e Estimar la proliferacion celular de las Células Troncales Mesenquimales de
Membrana Amnidtica utilizando técnicas espectrofotométricas.

e Estimar la diferenciacion osteoblastica de Células Troncales Mesenquimales
de Membrana Amnidtica a través de su tincién con rojo de alizarina

e Determinar cuantitativamente las citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-
Y TNF-a) durante la diferenciacion osteoblastica de Células Troncales

Mesenquimales de Membrana Amniotica mediante luminometria.



9. Hipotesis

Siendo Nukbone un potente inductor de la diferenciacion osteoblastica promovera
en una primera etapa la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-2, IL-6, IL-12
(p70), IFN-Y" y TNF-a), que disminuiran con el aumento de la secrecion de citocinas
antiinflamatorias (IL-4, e IL-10) en un sistema in vitro de células troncales

mesenquimales amnidticas.



10. Materiales y métodos

e Obtencién y cultivo de Células Troncales Mesenquimales de Membrana
Amniotica

A partir de placentas a término de donadoras sanas se obtuvieron CTM-MA, las
mujeres embarazadas que acudieron al servicio del Instituto Nacional de
Perinatologia (INPer) fueron evaluadas tomando en cuenta sus condiciones
obstétricas, siendo éstas normales, asi como resultar negativos los controles
serologicos de rutina previos Antigeno de superficie de la Hepatitis B, (HBsAQ), virus
de hepatitis C (VHC) y virus de inmunodeficiencia humana (VHI). Las mujeres
participantes fueron previamente informadas acerca del uso de la MA tomada de la
placenta para nuestros fines y firmaron la carta de consentimiento informado.
Posteriormente bajo condiciones de esterilidad se tomé toda la placenta
seleccionando un fragmento de 5 cm? de diametro alrededor del cordén umbilical,
separando mecanicamente la MA del corion, seguida de lavados con PBS y PPLO
al 1% para ser sometida a digestion enzimatica con colagenasa tipo Il y tripsina de
acuerdo con Rodriguez, N. y colaboradores [5]. Las células obtenidas fueron
cultivadas bajo condiciones estandar de cultivo celular, con medio de cultivo de
Eagle modificado por Dubecco con alta glucosa suplementado con 10% de suero
fetal bovino (H-DMEM) y 1% de antibiético-antimicaético.

Se tomaron algunos cortes de MA antes del tratamiento enzimatico y durante el
proceso de digestion, estos cortes fueron tefidos con hematoxilina-eosina con la

finalidad de evaluar el proceso de obtencién de las CTM-AM.

Para seleccionar las CTM-MA se removieron las células no adherentes mediante el
cambio a las 72 h de cultivo, mientras que las adherentes fueron cultivadas hasta
alcanzar el 90% de confluencia y recuperadas por tripsinizacion. El medio de cultivo

se renovo cada tercer dia.



e Caracterizacion de Células Troncales Mesenquimales de Membrana
Amniotica

o Ensayo clonogénico

Para evaluar las propiedades de autorrenovacion, las CTM-MA, fueron cultivadas
en H-DMEM a diferentes concentraciones celulares por triplicado: a) 0 células, b)
25 células, c) 50 células, d) 100 células y e) 200 células. Los cultivos de todos los
grupos fueron mantenidos por 7 dias sin cambio de medio. Transcurrido este tiempo
las células se fijaron con metanol para posteriormente tefiirse con May-Grunwald
Giemsa al 0.5%. Finalmente, se contaron los puntos violetas, los cuales fueron

considerados como colonias.
o Potencial osteogénico

La diferenciacion de las CTM-MA en osteoblastos se realizo con células en el tercer
pase de cultivo. La diferenciacion osteogénica se desarrollé cultivando las células a
confluencia en medio H-DMEM suplementado con B-GP (0.005%), dexametasona
(0.392%) y acido ascorbico (0.2166%). Tras 14 dias de cultivo, las células se tifieron

con Rojo Alizarina.
o Inmunotipificacion

Las CTM en el primer pase de cultivo celular, se recuperaron por tripsinizacion en
PBS, hasta obtener una suspension celular de 1 millén células/mL. Se determind la
expresion de las proteinas de superficie CD105, CD73, CD90 y CD44 mediante
citometria de flujo con anticuerpos especificos para cada antigeno (Tabla 3) y como
control negativo se emplearon las CTM sin ningdn marcaje, se emplearon dos
grupos experimentales, tanto éstos como el grupo control negativo fueron
analizados por triplicado. Los datos para la determinacion de la expresion de
proteinas relacionadas con el inmunofenotipo fueron analizados en el citbmetro de
flujo Facscalibur de B & D y los resultados fueron analizados con el software Cell

quest pro.



Tabla 3. Marcadores utilizados en citometria de flujo de las Células Troncales Mesenquimales

Nombre Fluorocromo No. Catalogo
(BD Pharmingen)
CD105 PE Cy5 560839
CD90 FICT 555595
CD73 PE 550.257
CD44 PE Cy7 555479

e Determinacion de la proliferacién celular

La proliferacion celular se estimé por el método espectrofotométrico que emplea
como reactivo el colorante Alamar Blue® (resazurina) en CTM-MA cultivadas en
medio H-DMEM, de acuerdo con el inserto del fabricante [46]. La cuantificacion de
la proliferacion por este método se basa en el cambio colorimétrico que sufre la
resazurina en respuesta a la reduccion metabdlica celular reflejada por la intensidad
de la fluorescencia producida. Este recambio se midié en un lector de placas
EPOCH™ a una longitud de onda de 570 nm con referencia a 610 nm, utilizando el
software Gen5™. Se realizé una curva de calibracién con concentraciones desde 0
células a 18 000células/pozo. De manera similar, se sembraron 6 000 células por

pozo con NKB y sin NKB, ambas condiciones por triplicado.

e Determinacion de citocinas secretadas en la diferenciacidon osteoblastica

Se sembraron CTM-MA en microplacas de 12 pozos a una densidad de 38 000
células por pozo, en dos condiciones de cultivo por triplicado: 1) Control negativo (-
NKB), CTM-MA cultivadas directamente sobre la microplaca con H-DMEM; 2)
Experimental (+NKB), CTM-MA cultivadas sobre discos de NKB con H-DMEM. Las
CTM-MA fueron mantenidas en cultivo por 14 dias recuperando los sobrenadantes
(1 mL) en los dias 0, 3, 7 y 14 de cultivo. Se cuantificaron las citocinas IL-2, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-12, IFN-Y y TNF-a utilizando el kit Bio-Plex® Precision Pro™ Human
Cytokine Panel 10-Plex (Cat. #171-A1001P, Lote/Control: 64017527, USA). Las

muestras fueron tratadas de acuerdo al inserto del proveedor. Para cuantificar las



citocinas se utilizé el equipo Bio-Plex™ 200 System (Bio-Rad) y el software Bio-Plex

Manager 6.1 (Bio-Rad). Se emplearon 5 muestras por duplicado.

e Andlisis estadistico

Utilizando el software GraphPad Prism 6 se calcularon las medias y las desviaciones
estandar para las pruebas de clonogenicidad, inmunotipificacién y proliferacion de
las CTM-MA, asi como para la cuantificacién de las citocinas en los dos grupos de
estudio. De manera conjunta, se realizé un analisis con la prueba no paramétrica U
de Mann-Whitney comparando el control negativo (-NKB) y el experimental (+NKB)
con la finalidad de establecer si existe una posible diferencia en la produccion de

las citocinas entre las CTM-MA cultivadas en NKB y sin NKB.



11. Resultados

e Obtencion y cultivo de Células Troncales Mesenquimales de Membrana
Amniotica
Se tomaron muestras de tejido de MA posterior al tratamiento con tripsina/EDTA
0.05% y con colagenasa tipo I, con la finalidad de verificar la ausencia de células y

la degradacion de la MEC. Como lo muestra la figura 7, con el procedimiento

seguido en este trabajo se logro el aislamiento celular de manera efectiva (Fig 7-C).

Figura 7. Histologia de membrana amnioética humana. Corte de membrana amniética tefiida con

hematoxilina-eosina. Objetivo: 20x EA: epitelio amniotico, MB: membrana basal, y ES: estroma. A)
Pre-tripsina/colagenasa B) Post-tripsina 0.05% C) Post-tripsina/colagenasa 0.05%/0.1



Las CTM-MA obtenidas por digestién enzimatica, mostraron adherencia al plastico
y formacion de una monocapa celular, en todas las muestras se observo una
poblacion de células no adherentes suspendidas en el medio de cultivo al momento
de realizar el primer cambio de medio. Mediante microscopia de contraste de fases
se observaron células individuales con morfologia redondeada (Fig 8-A), este tipo
de morfologia fue cambiando conforme transcurrié el tiempo de cultivo hacia una
conformaciéon fibroblastoide presentando un nudcleo redondo, citoplasma
ligeramente basofilo y en ocasiones granular, se lograron distinguir las proyecciones

del citoesqueleto que les proporciona la diversa morfologia celular, (Fig. 9).

Figura 8. Células Troncales Mesenquimales..A) Cultivo primario de CTM-MAa 10x; B) CTM-MA

adheridas (flechas rojas) a dos dias de cultivo a 20x; C) CTM-MA con claras prolongaciones
citoplasmaticas a 20x y D) Confluencia mayor a 90% de cultivo de CTM-MA a 20x.Las

observaciones se realizaron en contraste de fases. Barra de escala= 100 pm.



Figura 9. Células Troncales Mesenquimales tefiidas con May-Griinwald Giemsa. La imagen
muestra las células en cultivo durante 7 dias, se puede apreciar la morfologia fibroblastoide

caracteristica de esta estirpe celular. Objetivo 20x, iluminacion campo claro. Barra escala = 50 um.

e Caracterizacion de Células Troncales Mesenquimales de Membrana

Amnibtica

o Clonogenicidad

La capacidad clonogénica de las CTM-MA se comprobé a través de su cultivo
durante 7 dias a diferentes densidades celulares (0, 25, 50, 100 y 200 células)
cultivadas en H-DMEM. En los cultivos sembrados con 0 células (control negativo)
no se observé crecimiento celular (resultados no mostrados), mientras que en los
ensayos restantes la coloracién con May-Grinwald Giemsa evidencio la presencia

de unidades formadoras de colonias (UFC), (Fig. 10).
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Figura 10. Ensayo de clonogenicidad celular. Vista macroscépica de las Unidades Formadoras de
Colonias formadas por las células troncales mesenquimales humanas derivadas de membrana
amnidtica. La Imagen muestra las UFCs a diferentes densidades celulares tefiidas con May-

Griunwald Giemsa a siete dias de cultivo.
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Gréfico 1. Clonogenicidad celular. Namero de colonias observadas a diferentes densidades
celulares de células troncales mesenquimales humanas derivadas de membrana amni6tica
después de siete dias de cultivo. El grafico muestra el promedio de tres repeticiones

experimentales + desviacion estandar.



o Potencial osteogénico

Tras cultivar las CTM-MA en medio de estimulacién osteogénica y tefiirlas con
rojo de alizarina. Como lo muestra la figura 11, los cultivos celulares cultivados
con medio osteogénico se aprecia la formacién de precipitados rojizos, que
corresponden a depositos de calcio caracteristicos de la actividad osteoblastica.
En contraste, los cultivos celulares cultivados en medio control H.DMEM no
presentaron depdsitos de calcio. Este hallazgo demuestra que las CTM-AM

poseen capacidad osteogénica.

Figura 11. Potencial osteogénico. Cultivos celulares de células troncales mesenquimales humanas
derivadas de membrana amnidtica estimuladas con medio osteogénico durante 14 dias. La imagen

muestra la presencia de depdsitos de calcio evidenciados mediante tincion

o Inmunotipificacion

Como control negativo de la inmunotipificacion se emplearon CTM sin ningun
marcaje y se les determiné la presencia de los marcadores (CD44, CD73, CD90 y
CD105) por triplicado, los Dot Plot resultantes no mostraron fluorescencia
(resultados no mostrados).




En el grupo experimental también se determiné el tamafio celular (Forward Scatter,
FS) vs complejidad interna (Side Scatter, SSC) tomando como ventana de estudio
a R1 (Gréfico 2-A) que se marcaron con inmunoglobulinas especificas para los CD’s
de estudio y se determinaron por triplicado. El grafico 2-B muestra en el cuadrante
R3 las células doblemente positivas para CD73 y CD90, y sobre las cuales se
determiné la presencia de CD44 y CD105 (Grafico 2-C) en el cuadrante R7 se
muestran las células positivas a los cuatro marcadores estudiados. Mientras que los
gréaficos 2-D y 2-E reconfirman la presencia de CD105, CD90 y CD44 ya que a partir
de R7 (gréfico 2-C) se obtuvo el grafico 2-D y a partir de R11 (grafico 2-D) se obtuvo

el gréfico 2-E.
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Gréfico 2. Inmunofenotipo mediante citometria de flujo. CTM-AM en el primer pase de cultivo
representado por graficos tipo Dot Plot. A) Determinacién del tamafio celular (FS) vs la
granularidad celular (SS), se toma R1 con 27, 735 células como ventana de estudio. B) Expresion
de CD90 (FITC) vs CD73 (PE) en CTM-MA, se toma R3 como ventana de estudio. C) Expresion de
CD105 (PE-Cy5) vs CD44 (PE-Cy7) se toma R7 como ventana de estudio. D) Expresion de CD90
(FITC) vs CD105 (PE-Cy5), se toma R11 como ventana de estudio. E) Expresion de CD90 (FITC)
vs CD44 (PE-CyT7).



Dichos marcadores corresponden a los caracteristicos de las células
mesenquimales, del mismo modo fueron negativas a los marcadores

hematopoyéticos CD34 y CD45 (datos no mostrados).

Este hallazgo demostr6 que las CTM-MA empleadas en el estudio fueron
principalmente mesenquimales. Ya que la mayoria de la poblacion analizada fue
positiva para uno, dos o tres marcadores mesenquimales de acuerdo a la ISCT.
Este resultado es congruente con estudios previos realizados con esta poblacion
celular en los ensayos de determinacion del potencial osteoinductor de NKB [5] asi
como con estudios en los que se develo la presencia de al menos dos

subpoblaciones celulares dentro de este tipo de muestra [47].

e Proliferacion celular

La capacidad proliferativa de las CTM-MA se evalud por el método de Alamar Blue®
(resazurina) en placas de 96 pozos y lecturas diarias durante 7 dias. El vire de color
del reactivo azul hacia el rojo indica una mayor actividad proliferativa, dado que el

metabolismo celular cataliza el cambio de color como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Evaluacion de la proliferacion celular. La imagen muestra la una placa representativa
donde se sembraron los diferentes grupos para evaluar la proliferacién en presencia y ausencia del

biomaterial.



Los cultivos celulares del control positivo (-NKB), asi como en los cultivos
experimentales (+NKB) mostraron una cinética de proliferacion semejante, la cual
incremento de manera exponencial conforme transcurrié el tiempo del experimento.
La proliferaciéon celular en el control positivo, fue estadisticamente mayor a la
proliferacion celular observada en los cultivos con NKB, para tal determinacion se
analizo la constante de proliferacion de cada curva de crecimiento (Grafico 3). Este
efecto probablemente se deba a que el NKB es un disco tridimensional por lo que
el area de cultivo es mayor lo cual impacta en la velocidad del proceso de
proliferacion celular, este hecho concuerda con lo reportado previamente por
Rodriguez y cols. [5]. Los controles negativos (medio de cultivo y Nukbone y
solamente medio de cultivo) no mostrarén proliferacion celular (HG-DMEM).
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Gréfico 3. Proliferacion celular en presencia de Nukbone. CTM-MA cultivadas sobre NKB y sin
NKB. La proliferacién celular se evalug a través de la reduccion de la resazurina. El grafico muestra

el promedio de tres repeticiones + desviacion estdndar. P = < 0.005



e Perfil de citocinas

Como se menciond anteriormente, se manejaron dos grupos de estudio (-NKB y +
NKB) en los cuales se cuantificaron las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12(p70),

TNF-a e IFN-B, los datos obtenidos se muestran en los siguientes graficos.

El Grafico 4 correspondiente a citocinas proinflamatorias permite observar la
secrecion de este tipo de citocinas en presencia de NKB. La presencia de NKB
promueve una disminucion significativa de IL-2 al dia 3 de cultivo en comparacion
con el cultivo en ausencia de NKB, ademas de esto, es posible apreciar que al dia
14 de cultivo se incrementa la secrecion de IL-2 en los cultivos con NKB en
comparacion con los cultivos sin el biomaterial (Grafico 4-a). De manera conjunta el
perfil secretorio de IL-12 (p70), IFN- y, y TNF-a mostraron un comportamiento

semejante en los cultivos con y sin NKB (Grafico 4 b,c,d).
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Gréfico 4. Cuantificacion de citocinas proinflamatorias por luminometria. Las determinaciones fueron realizadas en sobrenadantes de CTM
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Por otro lado, respecto a las citocinas antiinflamatorias analizadas, se observaron
algunos cambios significativos. La citocina IL-4 mostré un incremento del 104.65 %
(0.9 pg/mL) a partir del dia siete de cultivo, en comparacién con el control negativo
(-NKB) (Grafico 5-a) , es en el dia 14 donde se observa una diferencia significativa

de concentracion entre ambos grupos .

En contraste con este comportamiento, la citocina IL-10 mostré un comportamiento

semejante en las condiciones con y sin NKB. (Graficos 5-b), s
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Grafico 5. Cuantificacion de citocinas antiinflamatorias por luminometria. Las determinaciones se
relaizaron en sobrenadantes de CTM cultivadas en NKB y sin NKB en los dias 0, 3, 7 y 14.
Promedio de cinco determinaciones tdesviacion estandar. a) IL-4 y b) IL-10.
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Finalmente, la citocina pleiotrépica IL-6 mostré una baja concentracion al dia 3 de
cultivo (T3) con NKB en comparacion del cultivo sin NKB. Despues del dia 3, IL-6
disminuye en ambas condiciones experimentales ( + NKB y — NKB) y se mantiene
la secrecion hasta el dia 14 de cultivo.(Grafico 6). Cabe mencionar que en el dia 3
esta citocina fue la Unica que presentd diferencia estadisticamente significativa

entre los dos grupos de estudio.
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Grafico 6. Cuantificacion de la IL-6 por luminometria. Las determinaciones se realizaron en
sobrenadantes de células cultivadas en NKB y sin NKB en los dias 0, 3, 7 y 14. Promedio

de cinco determinaciones con desviacién estandar.



12. Discusion

La médula 6sea se ha considerado como la principal fuente de aislamiento de CTM,
sin embargo, solo 0.003% de las células mononucleares obtenidas de esta fuente
son troncales mesenquimales. Aunado a lo anterior desde el afio 2006, se conoce
gue existen algunos aspectos que dificultan su uso, como son: la limitada tasa de
crecimiento, la capacidad de diferenciacion de acuerdo con la edad del donante de
MO vy el riesgo de la toma de muestra [48]. Por lo que en el presente estudio
dirigimos nuestra atencién hacia la MA, como una fuente alternativa de CTM que ha
estado en el escenario cientifico desde principios de la década pasada, una fuente
facilmente accesible, éticamente aceptable y con un alto rendimiento en la obtencién
de CT segun publicaciones recientes [29], las cuales concuerdan con los resultados
obtenidos en la primera fase de este estudio, en la cual se demostro la eficiencia de
la obtencion celular (Fig. 7, 8 y 9), asi como el hecho de que las células obtenidas
son principalmente mesenquimales, lo cual fue demostrado mediante los estudios

de inmunofenotipo (Grafico 2).

En la primera etapa se realizo la caracterizacion de las CTM, para su extraccion se
someti6 la MA a digestién enziméatica con tripsina/colagenasa enzimas que rompen
uniones intercelulares liberando de este modo las células de los tejidos. Las células
amnidticas estan fuertemente adheridas a la membrana basal, y conectadas entre
si mediante desmosomas [51]. La tripsina es una proteasa inespecifica por lo cual
las incubaciones tuvieron una duracion limitada para evitar dafios irreversibles a las
células [52]. Debajo de éstas se encuentra la capa compacta rica en CLG que junto
con otras proteinas favorece la adhesion de las células epiteliales; al ser la
colagenasa Il una proteasa especifica que hidroliza la CLG [52] permitié
degradacion de la MEC, promoviendo la liberacién celular, que se muestra a través
de cortes histologicos en la Figura 7. Como se esperaba, durante el aislamiento
celular, no se obtuvo solo una poblacion celular debido a la composicién inherente
de la MA, la cual se constituye principalmente por células mesenquimales situadas
en la capa estromal, ademas de células mesenquimales fibroblastos-like o CTM y

escasos macroéfagos [51]. En el cultivo primario de las células obtenidas a partir de



la MA, se distinguieron diversos tipos celulares; las células no adherentes
suspendidas en el medio de cultivo correspondian a células hematopoyéticas asi
como detritos celulares, este tipo de células fueron removidas con los cambios
rutinarios de medio de cultivo (Fig. 8-A). En contraste, conforme transcurrié el
tiempo de cultivo, las CTM evidenciaron prolongaciones citoplasmaticas que les
permitieron adherirse a la caja de cultivo (Fig. 8-B); posteriormente presentaron una
morfologia espigada, en forma de huso con la presencia de un nucleo alargado (Fig.

8-C y Fig. 9) caracteristicas de estas células [54].

La capacidad multipotencial de las CTM se demostro por primera vez, en un modelo
in vivo con los trabajos de Fiedsenstein y cols., en los anos 1970’s [54]. Desde ese
entonces, el determinar el potencial de diferenciacion de las células troncales
mesenquimales obtenidas ha sido un parametro de control y verificacion de
obtencién de esta estirpe celular. En este sentido, para confirmar que las células
obtenidas en este trabajo preservaran su capacidad multipotente se realizé el
ensayo de diferenciacion de las CTM-MA hacia células osteogénicas utilizando
medio de diferenciacion osteogénico. Este proceso de diferenciacion se evidencio
por la acumulacion de depdésitos de calcio a través de la tincidn con rojo de alizarina.
Las CTM-MA mostraron positividad para la tincién confirmando la presencia de
actividad osteoblastica mientras que las células cultivadas en medio estandar (sin
inductores osteogénicos) no resulté positiva a la tincion con rojo de alizarina (Fig.
11). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Sanjurjo quien utilizé un
medio osteogénico comercial para inducir la diferenciacion osteoblastica [57].

Posteriormente se determind el inmunofenotipo de las células a través de CMF,
como control negativo se emplearon células sin marcaje que no presentaron
autofluorescencia que pudiera interferir con la emision de luz de los fluorocromos
utilizados (resultados no mostrados) y para el grupo experimental se seleccioné la
region de estudio (R1) que contenia a las células de mayor tamafio y con alta
granularidad (Grafico 2-A) de acuerdo a reportes previos sobre esta estirpe y fuente
celular [5, 47, 63].



El Gréafico 2-B (R3) muestra que una parte de la poblacion es doblemente positiva
a los marcadores CD73 y CD90, posteriormente en el grafico 2-C (R7) se evidencié
que esta misma poblacion presentaba los marcadores CD105 y CD44. Con la
presencia de estos marcadores se demostro que las células correspondian a CTM
ya que de acuerdo con la Sociedad Internacional de Terapia Celular (International
Society Cellular Therapy) que dicta que las células que sean consideradas como
CTM deben expresar uno, dos o tres de los antigenos CD73, CD90 y CD105 en
ausencia de antigenos hematopoyéticos como CD34 y CD45 (resultados no
mostrados). El porcentaje de la presencia de los marcadores en las CTM fue diverso
y depende del estadio celular. Reportes previos publicados por Leyva-Leyvay cols.
[47] y Rodriguez y cols. [5], mostraron resultados similares a los reportados en este

trabajo.

Adicional a lo propuesto por la ISCT también se tomo6 en cuenta el fenomeno de
auto-renovacion, esto es la capacidad que tiene una célula troncal de dividirse y dar
origen a clones lo que se conoce como Unidades Formadoras de Colonias o0 UFCs
[24] (Fig. 10). En este estudio, se logr6 comprobar que las células obtenidas
presentaron capacidad clonogénica, lo cual pudo ser determinado por el conteo
directo de las UFC’s presentes en cada cultivo celular a diferentes densidades
celulares. De esta determinacion, fue posible estimar la relacién directa entre el
namero de células y la formacion de UFCs, encontrando un mayor nimero de éstas
conforme aumentaban las células sembradas a excepcion del dltimo grupo
correspondiente a 200 células, la cual corresponde al nimero de células critico para
inhibir la formacion de UFCs (Grafico 1). De acuerdo con algunos investigadores,
cuando las células se siembran a baja densidad se acelera el proceso de
senescencia, probablemente debido a que la proliferacién celular depende de
mecanismos moleculares complejos que involucran a las integrinas y a la
interaccidn célula-célula [29]. En otras palabras el contacto entre células favorece
su autorrenovacion, no obstante cuando el nimero de células es alto puede
presentarse la inhibicion por contacto, una célula cesa la division celular cuando
entra en contacto con otras células. [29]. Sin embargo, respecto a la prueba de

Clonogenicidad, con una baja densidad celular una célula troncal aislada puede dar



origen a una colonia celular, en cambio al incrementar la densidad celular, las
células establecen interacciones mediante sefializaciones quimicas que les hacen
proliferar y establecer contacto entre ellas (célula-célula) por lo que la presencia de
colonias es escasa dado que al incrementar el nimero de células se forma una

monocapa celular[29].

Otro aspecto evaluado durante este trabajo fue la estimacion de la proliferacion de
las CTM-MA cultivadas en presencia de NKB y sin NKB. Esto se realiz6 con el objeto
de determinar si el NKB es un biomaterial capaz de promover la proliferacion de las
células presentes en su rededor, dado que para que un biomaterial se considere
idéneo para ingenieria tisular debe ser poroso, permitir la proliferacién celular, ser
degradable y permitir una nueva formacion de tejido [55]. Investigaciones recientes,
han reportado que la topografia de NKB ofrece un ambiente adecuado para la
adhesion celular asi como una influencia positiva para la proliferacion in vitro de
CTM-MA [5]. De manera semejante, los resultados hallados respecto a la
proliferacion celular, demuestran que NKB permite la proliferacion celular de una
manera semejante a la del control positivo (CTM + medio osteogénico, resultados
no mostrados), sin embargo, la mayor proliferacion se observé en cultivos carentes
del biomaterial, lo cual puede atribuirse a las dimensiones del material, dado que
NKB es un material poroso, interconenctado y tridimensional, mientras que la placa
de plastico es lisa y muestra una sola dimension, en este sentido, el periodo de
adaptacion de las células al material es méas lento debido a que la estructura de este
material ofrece un reto mayor para la célula en comparacion con una placa de cultivo
en el cual las células pueden establecer interacciones entre si a un menor tiempo
en comparaciéon con los cultivos con NKB, (Grafico 3). Este evento, ha sido

reportado para otros biomateriales [4].

La capacidad osteoinductiva de NKB se ha demostrado a través de estudios
genodmicos relacionados con la expresion de genes clave del proceso osteoinductivo
como el CBFA-1y la OC sin necesidad de inductores externos. Probablemente, las
interacciones célula-NKB promuevan cambios en la expresion de genes y la sintesis

de nuevas proteinas relacionadas con la osteogénesis [5]. Sin embargo, el



mecanismo de accion que promueve que NKB active la expresion de estos genes

clave de la diferenciacion osteoblastica aln no ha sido develada.

Existen diferentes hipdtesis acerca de esta activacion, una de ellas, plantea que la
interaccion celular que se establece con el material, induce que las células secreten
citocinas proinflamatorias que auto-regulen y promuevan su diferenciacion hacia el
linaje osteoblastico. En este sentido, existen diversos estudios que se centran en la
relacion que existe entre la diferenciacion osteoblastica y la inflamacién, estudios
previos han investigado los efectos de las citocinas en las poblaciones
mesenquimales para determinar la influencia que una reaccién inflamatoria podria

tener sobre la biologia de esta estirpe celular.

Numerosos autores coinciden con que algunos mediadores inflamatorios estimulan
la resorcion 6sea e inhiben la formacion del hueso, por ejemplo la IL-1 y el TNF-a
han mostrado regular negativamente la produccion de la CLG | y OC en modelos
tanto in vivo como en modelos in vitro, aunque se desconoce el mecanismo de esta
inhibicion [56,57]. Por el contrario, diversos trabajos demuestran que un ambiente
inflamatorio tiene una importancia potencial ya que éste es necesario para iniciar la
reparacion o regeneracion del tejido cuando se genera dafio significativo en el

mismo [56].

Del mismo modo, el TNF-a y la IL-6 comparten una conducta de aparicién durante
la regeneracion ésea, puesto que ejercen efectos anabdlicos al presentarse a dosis
bajas en periodos cortos que van de 24 a 96 horas, [37-39] un comportamiento
similar al que presentaron estas citocinas junto con otras también de caracter
proinflamatorio como IL-2 durante su determinacién en sobrenadantes de las CTM-
MA cultivadas en NKB, donde se muestra una menor secrecion de esta citocina en
presencia de NKB, en comparacion con la secretada por las células cultivadas sin
el biomaterial en los tiempos T3y T7 (Grafico 4-ay 4-c). Este efecto puede deberse
a gue esta citocina se relaciona con la supervivencia y estimulacion de la
proliferacion celular, proceso que tiene lugar en la primera etapa de cultivo que va
de los 0 a 7 dias de cultivo. De manera consistente con este resultado, la

proliferacion celular disminuye a partir del dia 3 del proceso de diferenciacién



osteoblastica para dar paso a la etapa de biosintesis de MEC [64]. Un hallazgo
importante es que la secrecion de IL-2 es menor en presencia que en ausencia de
NKB a los dias 3y 7 de cultivo y presenta un incremento al dia 14 de cultivo celular,
lo que probablemente refleje una compleja red de regulaciéon mediada por NKB, en
la que se requiere de “picos” de secrecidon de ciertos factores, como IL-2, para
promover y mantener el proceso de diferenciacion ostoblastica, como ha sido
reportada para la expresion de OC y CBFA-1, los cuales presentan “picos” de
expresion durante el proceso de diferenciacion osteoblastica [5]. En contraste, la IL-
12 (p70) (Gréfico 4-b) citocina proinflamatoria cuya relacion hasta ahora conocida
con la formacion désea es inhibir la osteoclastogénesis [59] mostré6 un
comportamiento semejante en las dos condiciones experimentales (+ NKB y — NKB)
durante el tiempo de estudio. Por otro lado, también de indole proinflamatorio TNF-
a y el IFN-y, muestran un comportamiento secretorio semejante en presencia y en
ausencia de NKB, sin cambios significativos durante el proceso de diferenciacion
osteoblastica. En el proceso de diferenciacion osteoblastica se ha demostrado que
TNF—a estimula la produccion de OC, la cual exhibe su maxima expresion al dia
30 de cultivo celular, manteniéndose a baja expresion en las primeras etapas de la
diferenciacion osteoblastica, por lo que la baja expresion de estas citocinas
proinflamatorias puede deberse a que los tiempos de andlisis que se presentan en
este trabajo, representan las etapas de activacion de la diferenciacion osteoblastica

y no el mantenimiento de este proceso.

Aunado a este hallazgo, TNF-a aumenta en presencia y ausencia de NKB al dia tres
de cultivo y baja hacia el dia siete, manteniéndose sin cambio significativo hacia el
dia 14 (Grafico 4-d). Este efecto puede deberse a la pérdida 6sea que ejerce esta
citocina, lo cual ha sido demostrada en el transcurso de la resorcién Gsea en
enfermedades periodontales [65]. En este sentido el hecho de que TNF-a disminuya
después del dia 3, puede deberse a que las CTMs a este tiempo de estudio se
encuentran comprometidas con el fenotipo osteoblastico, lo cual detonara la
formacion 6sea disminuyendo la resorcion de hueso. Esta hipotesis toma fuerza al
considerar estudios previos en los que se ha demostrado que TNF-a inhibe la

produccion de CLG I, lo cual podria estar relacionado con el desarrollo del fenotipo



osteoblastico [30] debido a que la producciéon de CLG durante la diferenciacion
osteoblastica, disminuye a partir del dia 3 de cultivo celular dando paso a la etapa
de mineralizacién de la MEC.

Por otro lado, el IFN-Y en las células de ambos grupos experimentales, muestra
una tendencia a disminuir hasta el T7, este evento puede deberse a la accion
inhibitoria de la formacion de osteoclastos que exhibe esta citocina. En trabajos
previos, se ha demostrado que la inhibicién de la osteoclastogénesis mediada por
IFN-y se inicia cuando la diferenciacion osteoblastica se ha establecido, a la vez

que estimula la sintesis de diversas citocinas como IL-18 [59].

Por otro lado, como parte de las citocinas de caracter principalmente antiinflamatorio
se encuentra la IL-4 e IL-10, éstas pueden regular de manera negativa (a la baja) la
sintesis de las citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a, asi como la
secrecion de colagenasa, por lo que han sido consideradas como reguladores de
la homeostasis del hueso [60], ademas de esta funcion, estas citocinas tienen la

capacidad de inhibir la maduracion osteoclastica [59].

En los ensayos con NKB, IL-4 mostro un incremento significativo del 104.65 % (0.9
pg/mL) a partir del dia siete de cultivo que se mantuvo hacia el dia 14, en
comparaciéon con el control negativo, en el T14 es donde se observa la mayor
diferencia significativa en las concentraciones de ésta citocina entre ambos grupos
(-NKB) (Gréfico 5-a). La principal actividad biol6gica que se ha atribuido a la IL-4 es
su funcién como factor antiinflamatorio al bloquear la sintesis de IL-1, TNF-qa, IL-6 y
la proteina inflamatoria del macrofago. Este efecto es consistente con los resultados
de este estudio, dado que al dia siete en el cual se incrementa la secrecion de IL-4
coincide con la disminucién de IL-6 y TNF-a y cuando IL-4 presenta una baja
secrecion al dia 3 de cultivo, IL-6 y TNF-a presentan un pico maximo de secreciéon
(Gréfico 5-d, Grafico 6-a, Gréfico 7), lo cual es congruente con el efecto estimulante
de la formacion 6sea que ha mostrado IL-4.

Por otro lado, IL-10 mostro una cinética de secreciéon semejante en presencia y
ausencia de NKB, dicha cinética de secrecidn mostro un pico maximo al dia tres de

cultivo y un descenso al dia 7 de cultivo celular (Grafico 5-b). Este incremento en la



secrecion de IL-10 al dia 3 de cultivo puede relacionarse a su actividad promotora
de la diferenciacion osteoblastica, dado que se ha demostrado que IL-10 inhibe el
proceso de osteoclastogénesis, tanto directa como indirectamente. Directamente IL-
10 actia inhibiendo la expresion de NFATcl y TGF-B actua atenuando la
sefalizacion RANKL-RANK e induce un aumento en la expresion de
osteoprotegerina (OPG), la cual es segregada por los osteoblastos y actla
inhibiendo la diferenciacion, sobrevida y fusion de los precursores de osteoclastos,
bloquea la activacion de los osteoclastos maduros e induce a su apoptosis [66.,
indirectamente éstas citocinas al inhibir el proceso inflamatorio e inactivar las células
inmunes también inhiben la resorciébn Osea, favoreciendo la diferenciacion
osteoblastica (11,36).

La IL-6 se comport6 de igual manera que TNF-a, no obstante es importante destacar
que fue la citocina que se presenté en mayor concentracion tanto en el cultivo
experimental como en el grupo control (Gréfico 6). Esta citocina, es conocida por su
accion pleiotropica, su actividad principal es activar la proteina gp130 con la cual
estimula la osteoclastogénesis y promueve la reabsorcion 6sea, lo cual ha sido
demostrado en condiciones patoldgicas: La participacion de IL-6 en la diferenciacion
osteoblastica es inductiva, aunque a la fecha, se desconocen los mecanismos que
permiten el acoplamiento de la actividad osteoclastica y osteoblastica [59]. La
cinética de secrecién de IL-6 mostré una cambio significativo del grupo experimental
(+ NKB) en comparacién con el grupo control (- NKB) al dia 3 de cultivo. Este efecto
es consistente con reportes previos en los cuales se ha reportado que la presencia
de IL-6 estimula la expresion del gene maestro de la osteogénesis, el CBFA-1, el
cual también es estimulado por la presencia de NKB como lo demostré Rodriguez

y colaboradores [5].



13. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos durante el desarrollo de este trabajo, se logro
identificar y cuantificar las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12(p70), IFN-Y y TNF-
a en el cultivo de CTM-MA. La determinacion de la cinética de secrecion de
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias, demostr6 que las CTM-MA cultivadas
en presencia de NKB secretan citocinas inflamatorias como IL-2 y TNF-q, las cuales
disminuyen hacia el dia 14 de cultivo, este resultado sugiere que NKB promueve la
diferenciacion osteobléstica a través de modular un proceso inflamatorio, lo cual se

ha relacionado con los procesos regenerativos.

Aunado a esto, la secrecion de citocinas antiinflamatorias como IL-4 presento un
incremento al dia 7 de cultivo celular, el cual se mantuvo hacia el dia 14 del estudio.
Este incremento fue significativamente mayor en los cultivos con NKB en
comparacion con el grupo control (- NKB). El analisis del perfil de secrecion de
citocinas inflamatorias y antiinflamatorias, IL-2 y TNF-a, e IL-4 respectivamente
permiten apreciar que en la etapa de mayor secrecion de citocinas proinflamatorias
se presenta una disminucion de citocinas antiinflamatorias (T3), del mismo modo
cuando las citocinas antiinflamatorias presentan su maxima secrecion, las citocinas
proinflamatorias exhiben una secrecion baja (T7). Este hallazgo indiaca que NKB
modula el proceso inflamatorio favoreciendo la diferenciacion celular vy

probablemente la regeneracion osea.

De manera conjunta, la secrecién de IL-10 presenté un maximo de expresion al dia
3 de cultivo, mientras que la IL-6 presento un minimo de expresion a este tiempo,
este efecto reafirma la hipétesis de que NKB promueve la diferenciacién
osteoblastica a través de la modulacién del proceso inflamatorio, dado que IL-10
inhibe osteoclastogénesis e incrementa la osteoprotegerina, mientras que la IL-6
incrementa la expresion del gene maestro de la osteogénesis, el CBFA-j, el cual es

inducido por la presencia de NKB como ha sido demostrado en estudios previos.

Estos resultados plantean un posible nexo entre el comportamiento de las citocinas

y la aparicion de las proteinas caracteristicas del fenotipo osteoblastico como CLG



y ALP, lo cual se analizara a través del estudio de los cambios en el proteoma celular

inducidos por NKB.

De manera conjunta, se reafirmé a la MA como Optima fuente de extraccion de CTM-
MA, dado que las células obtenidas de esta fuente, son principalmente CTM, lo cual
fue demostrado por los ensayos de clonogenicidad, diferenciacion osteoblastica e
inmunotipificacion de marcadores de superficie. Ademas de esto, se determiné que
las CTM-AM obtenidas conservan la capacidad de proliferar en cultivo, en ausencia
y con NKB.



14.Perspectivas

El hallazgo principal de este trabajo demostroé que es probable que NKB al actuar
como biomaterial osteoinductor promueve una modulacion en la secrecion de
citocinas por parte de las CTM-MA, seria conveniente consolidar este hallazgo,
ampliar el tamafio de la muestra ademas de realizar la determinacion de citocinas
adicionales que se ha demostrado juegan un papel clave en la diferenciacion
osteoblastica como la IL-1B y la IL-13, asi como realizar un seguimiento de la
expresion tanto proteica como génica de estas citocinas a 21 dias de cultivo, que
es el tiempo en el cual se alcanza el estadio de diferenciacion osteoblastica en

modelos in vitro.
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