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INTRODUCCION

. LAS CELULAS MADRE.

1. Concepto y definicion.

Las células madre o también conocidas como células troncales, estan siendo en
las Gltimas décadas objeto de un intenso y creciente interés debido a sus caracteristicas y
a su potencial terapéutico. La investigacion con células madre esta proporcionando
conocimientos acerca de cdmo un organismo se desarrolla a partir de una sola célula
fertilizada, asi como sobre los mecanismos mediante los cuales los individuos adultos
sanos reparan las células dafiadas y mantienen la homeostasis de sus érganos y tejidos.
Ademas, cada vez se estan estableciendo nuevas conexiones entre el comportamiento de
las células madre y las células cancerosas, lo que hace del estudio de éstas una buena
manera de aproximarse al conocimiento y tratamiento del cancer. Asi pues, en el area de
la investigacion en biomedicina, las células madre estan siendo cada vez mas utilizadas
como fuente de terapia celular para el tratamiento de ciertas enfermedades, como

Parkinson, Alzheimer, diabetes, enfermedades cardiacas, etc.

Las células madre se suelen definir por una serie de propiedades que las hacen
distintas al resto de células y les confieren las caracteristicas Gptimas para su uso en
medicina regenerativa. Entre ellas, dos son las mas relevantes:

1) Alta tasa de proliferacion y regeneracion clonal mediante divisiones

simétricas (autorrenovacion).

2) Alto grado de potencialidad para diferenciarse en distintos tipos celulares a

través de divisiones asimétricas (diferenciacion).

Por tanto, las células madre se pueden definir como células con capacidad de
divisién simétrica y asimétrica que las hacen capaces de dividirse de forma continua y
casi ilimitada, ademas de poder diferenciarse a diferentes estirpes celulares (Esquema
1). Frecuentemente se suelen adscribir a las células madre otras propiedades como son
la capacidad de mantenerse en un estado indiferenciado durante su cultivo in vitro y la
de poder mantenerse in vivo en un estado de reposo quiescente sin dividirse (Hall y
Watt, 1989; Potten y Loeffler, 1990). Las células madre se han clasificado hasta la fecha
en funcion de su grado de potencialidad a la hora de generar distintos tipos celulares asi

como por su origen. En cualquier caso, estas caracteristicas no explican totalmente la
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INTRODUCCION

naturaleza de todos los tipos de células madre descritos, por lo que sigue siendo
necesaria una investigacion mas profunda en este campo para delimitar unas

definiciones més precisas y acordes con la biologia de estas células.

célula madre

Autorrenovacion . .
Civisiones simétricas a,,..' -

Diferenciacion
Divisiones asimétricas

célula neuronal celula pancreatica
célula muscular

Esquema 1. Esquema de las dos propiedades mas importantes que definen a las células madre.

2. Clasificacion.

Las células madre se pueden clasificar atendiendo a su grado de potencialidad a

la hora de diferenciarse en los distintos tipos celulares o también segn su origen.

2.1. Clasificacion segun su potencial de diferenciacion.

En funcion de la capacidad de diferenciarse hacia los distintos tipos celulares,
las células madre se pueden clasificar en:

18



INTRODUCCION

a) Totipotenciales: pertenecen a este grupo las células madre capaces de

diferenciarse hacia cualquier tipo celular, incluyendo el trofoblasto que
dara lugar a la placenta, los tejidos extraembrionarios y el cordon
umbilical. Este tipo de células solo estan presentes en el embrion en los
primeros estadios de division (hasta la etapa de 8-16 células). Este concepto
de célula madre totipotente no es del todo correcto, ya que no pueden
dividirse ilimitadamente, pues antes de llegar al estado de blastocisto ya se

han comprometido, limitando su plasticidad.

b) Pluripotenciales: son aquellas que pueden dar lugar a los distintos tipos

celulares del embrién, es decir, todos los tipos celulares que proceden de
las tres capas embrionarias y la linea germinal. Pertenecen a este grupo las
células madre embrionarias aisladas de la masa celular interna del

blastocisto.

c) Multipotenciales: son células méas comprometidas que pueden derivar a los

distintos tipos de celulas que se encuentran en un oOrgano o tejido

determinado.
d) Unipotenciales: son celulas muy comprometidas y con un grado de

diferenciacion muy limitado, ya que se diferencian hacia un dnico tipo

celular.

2.2. Clasificacién segun su origen.

Dependiendo de su origen, las células madre se pueden clasificar en:

a) Células madre embrionarias (ESC): proceden de embriones antes de su

implantacion en el Gtero, segln la especie se tratard de embriones de menos
de tres dias (ratén) o de menos de siete dias (humano). EI embrién en este
estadio se denomina blastocisto, tiene aproximadamente 100 células y en €l

se diferencian dos grupos celulares, las que se encuentran en su interior
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conocidas como células de la masa celular interna (MCI) y las que se
encuentran en el exterior y que forman el trofoblasto. Las células aisladas
de la MCI vy cultivadas in vitro son las ESC. Asi pues, son células
pluripotentes capaces de diferenciarse en todos los tejidos derivados de las
tres capas embrionarias, pero no dan lugar a la placenta. Ademas, también
se caracterizan por mantener un cariotipo estable a lo largo de las sucesivas
divisiones, pueden dar lugar a teratocarcinomas cuando se trasplantan en un
individuo adulto y cuando se trasplantan en embriones en desarrollo pueden
colonizar los tejidos fetales e incluso la linea germinal. Las primeras lineas
de células madre se aislaron en ratdn a principio de los afios 80 (Evans y
Kaufman, 1981; Axelrod, 1984) y entre los afios 1998 y 2000 se obtuvieron
las primeras ESC de origen humano (Thomson y col., 1998; Reubinoff y
col., 2000).

Células madre germinales (EGC): provienen de las células germinales

primordiales precursoras de los gametos maduros. Las primeras lineas
celulares fueron establecidas en raton a principio de los afios 90 (Matsui y
col., 1992; Resnick y col., 1992) y en 1998 se aislaron las primeras EGC de
origen humano (Shamblott y col., 1998). Las EGC de raton son muy
similares a las ESC de la misma especie en cuanto a sus marcadores,
caracteristicas y propiedades. Sin embargo, las EGC y ESC de origen
humano se diferencian en su morfologia, presencia de marcadores de
superficie diferentes, no forman teratomas cuando se trasplantan y su

capacidad de proliferacion y division es limitada (Shamblott y col., 2001).

Células  madre de carcinoma embrionario (ECC): son células

indiferenciadas que provienen de los teratocarcinomas de la linea germinal.
Los teratocarcinomas se empezaron a estudiar en la década de los 50, pero
hasta 1970 no se aislaron las primeras ECC de raton (Kahn y Ephrussi,
1970). De estos estudios se concluyd que existian células con multiple
capacidad de diferenciacién y con una capacidad de crecimiento ilimitado.
Siete afios después se aislaron las primeras ECC de teratocarcinomas

humanos (Hogan y col., 1977). Son muy parecidas a las ESC, pero su
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mayor diferencia es que tienen un cariotipo inestable, por lo que van

acumulando mutaciones con las sucesivas divisiones.

Celulas madre del trofoblasto (TSC): se han obtenido en raton, a partir de la

capa exterior de células denominada trofoblasto que rodea al blastocisto de
tres dias y medio. También se pueden obtener de tejido ectodérmico
extraembrionario de embriones de seis dias y medio o del ectodermo
coriénico de embriones de siete dias y medio. Todas estas lineas de TSC
poseen caracteristicas similares a pesar de proceder de distintos periodos
del desarrollo embrionario. Para su cultivo necesitan heparina, un medio
condicionado de fibroblastos embrionarios y el factor de crecimiento de
fibroblastos cuatro (FGF-4) (Tanaka y col., 1998). Las TSC sdlo se pueden
diferenciar en células del linaje trofoblastico (corion y placenta), nunca en
tejidos procedentes del embrion o cualquier otro tipo de tejido
extraembrionario como amnios, saco vitelino y alantoides, que se forman a
partir de la MCI.

e) Ceélulas madre del cordon umbilical y de la placenta: son obtenidas en el

momento del alumbramiento a partir de estos tejidos fetales que
normalmente son desechados. Se cree que podrian representar un estado
intermedio entre las células madre embrionarias y las adultas, ya que

poseen marcadores de ambos tipos celulares (Ilancheran y col., 2009).

f) Células madre adultas y/o fetales: son células que participan en la

regeneracion de los tejidos, reemplazando a aquellas que han sido dafiadas
por lesion o enfermedad. Sin embargo, uno de los problemas mas
importantes es el de identificar los distintos tipos posibles de células madre
que existen en los tejidos adultos, asi como su capacidad de diferenciacion
y de autorrenovacién. Se cree que estas células se localizan en un entorno
tisular que controla su proliferacién y diferenciaciéon denominado nicho
(Moore y Lemischka, 2006).
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INTRODUCCION

BLASTOCISTO EMBRION FETO ADULTO

Trofoblasto

_ =¥ :
.- : _—
Masa Celular Interna & & 3
Células e
Totipotenciales ‘ ‘

CELULAS MADRE ) [l

EMBRIONARIAS CELULAS MADRE

Pluripotenciales GERMINALES

CELULAS MADRE
FETALES (]
Pluripotenciales :
Multipotenciales CELULAS MADRE
, Unipotenciales ADULTAS
CELULAS MADRE DE Plutipotenciales
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Esquema 2. Distintos tipos de células madre segtin su origen y relacion con su potencial de diferenciacion.

3. Concepto de nicho celular.

El concepto de nicho celular comenzo a utilizarse a finales de los afios 70, fruto
de los estudios de Schofield en 1978, sobre como los diferentes microambientes
hematopoyéticos inductores del bazo y médula 6sea pueden influir en las vias de
diferenciacion de las células madre hematopoyéticas. Segun esta teoria, las células
madre se encuentran en un microambiente 6ptimo y controlado que permite un
equilibrio entre el estado indiferenciado y/o quiescente y su proliferacion y/o
diferenciacion. Se puede decir que el nicho define de forma precisa la forma de
dividirse de la célula madre y el destino de las células hijas. Asi pues, cuando una célula
madre se divide s6lo una célula hija permaneceria en el nicho y la otra iniciaria su
diferenciacion fuera de él. El nicho constituye, por tanto, una unidad estructural donde
las interacciones por contacto celular, los factores solubles y la matriz extracelular
controlan la biologia de las células madre para que se encuentren en sincronia con las

necesidades particulares del organismo.
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Segun la clasificacion anterior de tipos de células madre de acuerdo a su origen,
podriamos también clasificar los nichos en dos grandes grupos:

a) Nicho de las células madre embrionarias: se refiere a un nicho temporal, ya

que sblo existe durante las primeras fases del desarrollo embrionario y
conforme el embrién va madurando estas células adquieren un potencial de

diferenciacion mas restringido.

b) Nicho de las células madre adultas: hace referencia a microambientes

tisulares concretos, donde las células madre son capaces de generar tipos
celulares especificos para regenerar los 6rganos dafiados y/o mantener la

homeostasis tisular.

Un aspecto importante a tener en cuenta es que el cultivo in vitro de células
madre conlleva un microambiente muy distinto a su habitat natural. Las células se
encuentran en un entorno muy diferente a su nicho natural, hecho que puede conducir a
que existan notables diferencias entre las células in vivo y las cultivadas in vitro, ya que
hay muchos factores que son simplificados para hacer su cultivo méas sencillo y
rutinario. Por ejemplo, se ha observado que las ESC en cultivo in vitro tienen una fuerte
tendencia hacia linaje ectodérmico (Ying y col., 2003). Parece ser que al cultivar estas
células fuera de su nicho, la ausencia de sefiales que recibe de él, hace que adquieran
por defecto un compromiso hacia neuroectodermo. Otro aspecto derivado del control
que ejerce el nicho sobre la proliferacion de las células madre supone que la pérdida de
este control conduciria a la obtencion de células con una alta tasa de proliferacion y baja
diferenciacion. Esta hipdtesis de la existencia de un desequilibrio en la tasa de

proliferacién-diferenciacidn derivaria en la formacion de células tumorales.
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4. Terapia celular con células madre.

La terapia celular tiene como objetivo la sustitucidn de un tejido o tipo celular
enfermo o dafiado por otro funcional. Actualmente la principal fuente de obtencién de
material biolégico apropiado para estas sustituciones son los trasplantes de érganos y
tejidos procedentes de donantes. Desafortunadamente, el nimero de 6rganos disponibles
para trasplantes es siempre inferior al de personas que sufren algun desorden, esto
implica la necesidad de buscar fuentes alternativas de produccién de células y tejidos.
Por este motivo, en las Ultimas décadas las células madre estan siendo cada vez mas
utilizadas en este sentido, puesto que constituyen una buena fuente de obtencion de
material trasplantable, debido a la plasticidad que ofrecen a la hora de poder
diferenciarse a un tipo celular o tejido concreto, sin tener que hacer uso de 6rganos
completos. La principal ventaja terapéutica que presentan las células madre es la de
poder emplearse en terapias celulares sin los problemas actuales ligados a los
aloinjertos, como son la escasez de donantes histocompatibles y la necesidad de
administrar drogas inmunosupresoras. Lo ideal, en este sentido, seria conseguir derivar
un tejido con la identidad histolégica del propio paciente para utilizarlo asi como un

autotrasplante.

Las células madre, ofrecen por tanto, enormes posibilidades en la terapia celular
y podrian verse implicadas en numerosos usos clinicos, debido a sus propiedades de
autorrenovacion, proliferacion y diferenciacion, que hacen posible su crecimiento en
placas de cultivo y la posibilidad de diferenciar a cualquier tipo celular. Esta posibilidad
de diferenciarlas in vitro en una amplia variedad de tipos celulares haria posible la
regeneracion de érganos dafiados, ofreciendo nuevos tratamientos a enfermedades tales
como la diabetes, enfermedades del sistema nervioso (Alzheimer, Parkinson,
esclerosis), enfermedades cardiovasculares, distrofia muscular, la sustitucion de piel e

injertos en quemados, etc.
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4.1. Terapia celular con células madre embrionarias.

Las células madre embrionarias, por su naturaleza pluripotente, son en teoria
las que tienen un mayor interés terapéutico por su capacidad de dar lugar a cualquier
tipo celular. Sin embargo, al igual que ocurre con el trasplante de 6rganos, la utilizacion
de estas células en usos clinicos también tiene que enfrentarse al problema del rechazo
inmunolégico. Normalmente, esto ocurre porque las ESC suelen provenir de embriones
congelados y por tanto no se trata de trasplantes autologos. El uso de la tecnologia
basada en la transferencia nuclear permitiria crear células pluripotentes genéticamente
idénticas al paciente, evitando asi problemas de rechazo (Esquema 3), cosa que todavia

no ha sido probada en humanos y ademas, probablemente, su realizacion sea imposible.

Paciente
2 \.
CELULA SOMATICA
DEL PACIENTE =5
OVULO DONANTE -
ENUCLEADO - /
ntcleo /
TRANSFERENCIA
NUCLEAR TRASPLANTE

nucleo

mdrula

b8 A 7

blastocisto

AISLAMIENTO _ CULTIVO
MASA CELULAR CELULAS MADRE
INTERNA EMBRIONARIAS

Esquema 3. Células de la masa celular interna de un blastocisto obtenido mediante técnicas de transferencia
nuclear tienen el potencial de diferenciar in vitro en células con la misma carga genética del paciente, evitando
asi problemas de rechazo inmunitario.
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Sin embargo, el uso de estas células trae consigo ciertos problemas éticos y
legales a la hora de hacer uso de embriones humanos para investigacién (Sanchez-Caro
y Abellan, 2007), quedando todo esto normalizado en la Ley 14/2007, de Investigacion
Biomédica (BOE num.159, 4/07/2007, pags. 28826-28848). Ademas, el alto riesgo de
formacion de teratomas al ser trasplantadas es otro problema necesario de solucionar
para poder llevar a cabo ensayos clinicos con estas células. A pesar de ello,
recientemente (Octubre 2010) se ha autorizado en Estados Unidos el primer ensayo
clinico con células madre embrionarias, eso si, las células previamente a ser implantadas
se diferencian in vitro hacia oligodendrocitos. El ensayo, que se encuentra en su fase
inicial, servira para evaluar la seguridad y posterior eficacia en el tratamiento de

pacientes con dafios medulares.

4.2. Terapia celular con células madre adultas.

Las células madre procedentes de tejidos adultos son otra fuente potencial de
células autologas en terapias de trasplante. La mayor ventaja del uso de este tipo celular
es que pueden ser adquiridas del propio paciente y después de su expansion y cultivo
pueden volver a trasplantarse sin riesgo de rechazo inmunitario. Ademas no hay

restricciones éticas ni legales asociadas a su uso.

Hasta la actualidad se han identificado y aislado células madre adultas en
diferentes tejidos tales como médula Osea, sangre, musculo esquelético, piel, tejido
adiposo, cerebro, cornea, retina, tracto gastrointestinal, higado y pancreas. Todas ellas,
en principio, parecen tener un limitado potencial de desarrollo, siendo su capacidad de
divisién algo mas limitada que la de las células madre embrionarias, al igual que su
capacidad de diferenciacion, pudiendo originar solamente células de la capa
embrionaria de la que deriva el 6rgano en cuestion. Sin embargo, en los Ultimos afios
han aparecido estudios que sugieren que estas células tienen una capacidad de
crecimiento y diferenciacion mayor de lo esperado, pudiendo originar células de otros
tejidos con distinto origen embrionario (Anderson y col., 2001). En este sentido, se ha
visto que hay ciertas células madre adultas con propiedades multipotentes, como las de

médula désea, las cuales tienen la capacidad de diferenciarse en células de otros 6rganos
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0 tejidos, como células de musculo esquelético, células hepéticas, neuronas o células

productoras de insulina. Sin embargo, no esta claro si esta plasticidad o potencial de

transdiferenciacion es una cualidad propia de las células madre adultas o es

consecuencia de procesos de fusion celular (Terada y col., 2002; Ying y col., 2002).

A pesar de las ventajas que presenta el uso de células madre adultas frente a las

de origen embrionario (Tabla 1), todavia existen multiples cuestiones a resolver, por

ejemplo, la identificacion de las sefiales moleculares que inician su activacion, la

identificacion de sus progenitores, la creacidn de protocolos de aislamiento vy

purificacion méas sencillos, la obtencién de protocolos de diferenciacion in vitro que

consigan aumentar su plasticidad o la identificacion de mas tipos de células madre

adultas.

Tabla 1. Diferencias en el uso de células madre embrionarias y células madre adultas.

Células madre embrionarias

Células madre adultas

Alta capacidad de expansion

Capacidad de expansion mas limitada

Pluripotentes

Unipotentes y/o multipotentes

Necesidad de terapias inmunosupresoras

Altamente compatibles, trasplante
autologo

Alto riesgo de teratocarcinomas

Bajo riesgo tumorigénico

Necesidad de embriones para su
aislamiento

Aislamiento de individuos adultos

Objeciones éticas y legales

No hay objeciones éticas ni legales

Aplicaciones clinicas restringidas

Ensayos clinicos realizados
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Il.  LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES.

1. Concepto y definicién.

Como anteriormente se ha expuesto, de entre las distintas células madre de
tejidos adultos, las células madre obtenidas de médula 6sea son las que mas interés
reclaman, debido a su gran plasticidad, facil obtencién y cultivo, asi como por su alto
grado de crecimiento in vitro. En la médula 6sea no solo estan presentes las células
madre hematopoyéticas, también se pueden encontrar otras células multipotentes en el
estroma, llamadas células mesenquimales por su origen embrionario, ya que derivan de
la lAmina mesotelial del embrién. Estas células fueron por primera vez identificadas por
Friedenstein y colaboradores en 1966, los cuales aislaron una poblacion de células
progenitoras de medula dsea de rata capaces de formar hueso. Posteriormente, en 1976
describieron esta poblacion de células aisladas a partir de extractos de médula désea
como unas células que se adherian al plastico, podian ser cultivadas durante tiempo
indefinido y tenian la capacidad de derivar a células de tejidos mesenquimales como

hueso, cartilago, musculo, tendon, grasa y estroma medular.

Esta poblacién de células multipotentes de la medula 6sea ha sido denominada
desde su primera descripcion con diferentes nombres. Las primeras referencias a estas
células se hacian con las siglas CFU-F del inglés “colony forming unit-fibroblast” 0
MSF “marrow stromal fibroblast”. Estos términos han ido sustituyéndose gradualmente
por otros actualmente aceptados como MSC “marrow stromal cells”, MSC
“mesenchymal stem cells” o0 MPC “mesencymal progenitor cells”. Aqui nos referiremos
a ellas como células madre mesenquimales de médula 6sea (BMSC “bone marrow

mesenchymal stem cells”).

En resumen, las células madre mesenquimales son células multipotentes que
pueden ser diferenciadas a células de linaje mesodérmico y, bajo las condiciones
apropiadas, a linaje endodérmico y ectodérmico. Ademas de encontrarse en médula dsea
también se pueden aislar de otros tejidos como tejido adiposo, higado fetal, sangre,
pulmén, placenta y cordon umbilical. Por otro lado, las BMSC son células capaces de

escapar al reconocimiento inmunolégico e inhibir respuestas inmunes. Todo esto hace
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que sean una prometedora herramienta para la medicina regenerativa y la terapia

celular.

2. Aislamiento y cultivo.

Las BMSC son generalmente aisladas de aspirados de médula dsea obtenidos
de la parte superior de la cresta iliaca de la pelvis en humanos, pero alternativamente
también se pueden obtener de los compartimentos medulares de la tibia y fémur
(Esquema 4). Estos aspirados son posteriormente cultivados en placas y crecidos en un
medio basal suplementado con lotes de suero fetal bovino (FBS) previamente
seleccionados (Lennon y col., 1996). Esta poblacién resultante de células con
adherencia al plastico se considera el primer cultivo primario de BMSC ex vivo y suele
constituir entre el 0,001 y el 0,01% del total de las células mononucleadas de la médula.
Estas BMSC recién aisladas se mantienen en cultivo durante varios dias sin tripsinizar,
durante los cuales las células hematopoyéticas no adherentes van siendo eliminadas con
los sucesivos cambios de medio. Vistas a través del microscopio, constituyen una
poblacién mas o menos homogénea de células con una morfologia fusiforme similar a la

que presentan los fibroblastos.

hueso esponjoso

Esquema 4. Zonas mas frecuentes de aislamiento de BMSC.
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Las BMSC pueden ser subcultivadas, manteniendo normales su cariotipo y
actividad telomerasa. Sin embargo, si se cultivan durante periodos extensos se pueden
observar signos de senescencia, lo cual puede afectar a la multipotencialidad de estas
células y disminuir su capacidad de diferenciacion (Digirolamo y col., 1999). Este
fendmeno se conoce como senescencia replicativa, el cual suele ser comdn en cultivos
de células diploides (Kassem y col., 1997) y puede ser causado por varios factores,
incluyendo el acortamiento de los teldémeros durante subcultivos continuados in vitro o
la ausencia de actividad telomerasa. Ademas, existe cierta variabilidad en su capacidad
de expansién, ya que mientras algunas preparaciones de BMSC pueden ser expandidas
hasta 35-40 veces, otras cesan su crecimiento después de 5-10 pases (Bruder y col.,
1997). Este hecho se puede deber a varios motivos, por ejemplo, el procedimiento usado
para aislar y cultivar las células, la baja existencia de BMSC frente a las celulas
hematopoyéticas en el aspirado de médula Osea utilizado o incluso por el donante
(Phinney y col., 1999). Otro efecto que se ha observado durante el cultivo prolongado
de estas células es la acumulacion de alteraciones cromosémicas y la activacion de
oncogenes como c-myc (Rubio y col., 2005). Este hecho produce un efecto contrario al
anteriormente citado, dando lugar a células inmortales con gran similitud a las

cancerosas como consecuencia de esta transformacion espontanea.

Como se ha dicho anteriormente, el aislamiento de las BMSC se basa en su
adherencia a las superficies plasticas utilizadas para su cultivo. Debido a esto, el
principal inconveniente derivado del propio método de aislamiento, es la
heterogeneidad celular del cultivo inicial, ya que es dificil evitar contaminaciones con
otros tipos celulares presentes en el aspirado y que también se adhieran al plastico. Esto
supone una limitacion para el posible uso clinico de estas poblaciones, ya que los
resultados pueden tener una baja reproducibilidad. Por este motivo, hay investigadores
que han intentado desarrollar diferentes sistemas para obtener poblaciones celulares
homogéneas, muchos basados en el desarrollo de una serie de anticuerpos monoclonales
frente a antigenos de superficie de BMSC. En 1991, Simmons y Torok-Storb,
desarrollaron un anticuerpo monoclonal denominado Stro-1 capaz de reaccionar con
células progenitoras no hematopoyéticas del estroma de la médula dsea para aislar
poblaciones puras de células con caracteristicas de BMSC. En 1992, Haynesworth y
colaboradores, utilizaron el anticuerpo SH-2 frente BMSC humanas, el cual reacciona

con un epitopo presente en el complejo del receptor del factor de crecimiento
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transformante beta (TGF-B) conocido como CD105 o endoglina, que al igual que los
anticuerpos SH-3 y SH-4 los cuales reconocen distintos epitopos de CD73, también
conocido como 5'-nucleotidasa (Barry y col.,, 2001), no reaccionan con células
hematopoyéticas o con osteocitos. En 1997, Bruder y colaboradores, utilizaron el
anticuerpo SB-10 para caracterizar poblaciones de BMSC indiferenciadas. El antigeno
especifico de SB-10 se identifico como CD166, el cual juega un papel importante en la

ruta de diferenciacion osteogenica (Bruder y col., 1998).

Desafortunadamente, los antigenos identificados mediante procedimientos
similares a los anteriormente descritos, se expresan en variedad de tipos celulares y no
son Unicamente especificos de BMSC. Este hecho dificulta su identificacion y las hace
poco diferenciables in vivo de otras poblaciones celulares, ya que por ejemplo

comparten marcadores con linfocitos, células endoteliales, epiteliales y musculares.

3. Caracterizacion.

A pesar de los esfuerzos realizados para intentar caracterizar las poblaciones
de BMSC a través de la identificacion de marcadores de superficie especificos, todavia
no existe un marcador o combinacion de ellos que sirva para identificar
inequivocamente a estas células. Asi pues, las BMSC suelen ser caracterizadas tanto por

la combinacion de marcadores de superficie como por sus propiedades funcionales.

Las BMSC producen numerosos factores de crecimiento hematopoyéticos y
no hematopoyéticos, asi como diversas citocinas, receptores de factores de crecimiento,
moléculas de adhesién y moléculas de la matriz extracelular (Tabla 2). Dependiendo de
los métodos de cultivo utilizados y el estado de diferenciacion de las células, pueden ser
expresadas distintas combinaciones de estas moléculas en las diferentes poblaciones de
BMSC aisladas, lo que puede influir finalmente en la reproducibilidad de los
experimentos. Por contra, es imprescindible para su caracterizacion que sean negativas
en la expresion de los antigenos tipicos hematopoyéticos CD45, CD34 y CD14
(Pittenger y col., 1999), asi como que expresen el antigeno leucocitario humano (HLA)
del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase |1 y no el de clase Il (Le
Blanc, 2003).
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Tabla 2. Marcadores fenotipicos presentes en células madre mesenquimales.
Tipo de Conjunto (cluster .
mafcador snrlyrs de I%ifererfciacic’)n) REErANERE
STRO-1 .
Antigenos | SH2 (endoglina) CD105 l_Sllmmons, 1991
e aynesworth,1992
especificos | SH3, SH4 CD73 Galmiche. 1993
ASMA (MAB1470) ’
Colageno tipo 1,I11,1V,V, VI
Malieugsge | ronesie
extracelular | Acido hialurénico Minguell, 2001
Proteoglicanos
Integrina a 1,2,3,5,6 CD49a,b,c,e,f
Integrina aV CD51
Integrina B1 CD29
Integrina B3 CD61
Integrina 4 CD104
ICAM-1 CD54
ICAM-2 CD102
Moléculas de | ICAM-3 CD50 Pittenger, 1999
adhesiony | VCAM-1 CD106 Conget,1999
proteinas de | ALCAM-1 CD166 Majumdar, 2003
membrana | MCAM/MUC18 CD146 Deans,2000
NCAM CD56
Tetraspan CD9
LFA-3 CD58
L-selectina CD62I
Thy-1 CD90
BST-1 CD157
Receptor acido hialurénico | CD44
rTNF-I CD120a
rTNF-I1 CD120b
rIFNy-I CD119
rTGFB-1y Il
riL-1 CD121a,b
riL-3 CD123
eI r:::‘;‘“ ggi;g Pittenger, 1999
factores de T [_)eans,ZOOO
crecimiento riL-7 - chizr Minguell, 2001
rSCF (C-Kit) CD117
rG-CSF CD114
rTF CD71
rLIF CD118
rbFGF CD331
rEGF
rPDGF CD140
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LIF
SCF
Factores de s coE Hayn_esworth,1996
crecimiento y M-CSF Majundar, 1998
citocinas Flia CDL35 Deans, 2000
IL 6,7,8,11,12,14,15

4. Potencial de diferenciacion.

Diversos estudios han demostrado la multipotencialidad de las MSC
derivadas de médula 6sea humana, siendo capaces de diferenciarlas hacia células de
tejidos mesenquimatosos tales como hueso (Cheng y col., 1994), cartilago (Johnstone y
col., 1998), tejido adiposo (Pittenger y col., 1999), tendén (Young y col., 1998),
musculo (Wakitani y col., 1995) y estroma (Prockop, 1997). Ademas, durante la ultima
década, se ha observado que las BMSC pueden diferenciar también hacia distintos tipos
celulares no mesodérmicos, pudiendo obtenerse in vitro células de linajes ectodérmicos,
como células neuronales (Sanchez-Ramos y col., 2000; Woodbury y col., 2000) o
tejidos de origen endodérmico como hepatocitos (Lee y col., 2004; Aurich y col., 2007)
y células pancreéticas (Moriscot y col., 2005; Karnieli y col., 2007; Sun y col., 2007).
Sin embargo, esta plasticidad de las células madre mesenguimales todavia esta siendo
investigada, ya gque en algunos casos no se ha podido demostrar la funcionalidad de las

células obtenidas.

La comprension de los mecanismos moleculares que dirigen la diferenciacion
de estas células es la base para poder utilizarlas en la generacién de células y tejidos
para aplicaciones en terapia celular. EI compromiso y la diferenciacion de las BMSC
hacia tipos celulares especificos es un proceso temporal y altamente controlado en el
cual estan involucrados numerosos factores de transcripcidn, citocinas, factores de
crecimiento y moléculas de la matriz extracelular. En este sentido, los perfiles de
expresion génica creados mediante la tecnologia de microchips o micromatrices de
ADN, pueden ser utilizados para identificar genes que regulan los procesos de

diferenciacion en BMSC (Menicanin y col., 2009).
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5. Fuentes de células madre mesenquimales.

Ademaés de la médula désea, recientemente se han identificado otras fuentes de
celulas madre con potencial mesenquimal, es decir, capaces de diferenciar a osteocitos,
condrocitos y adipocitos, como son el cordon umbilical (Lee y col., 2004), tejidos
fetales (Campagnoli y col., 2001), liquido amni6tico (Tsai y col., 2004), membrana
sinovial (De Bari y col., 2001), pulpa dental (Miura y col., 2003), tejido adiposo (Zuk y

col., 2001) y un largo etcétera.

A pesar de su diverso origen, todas estas células muestran escasas diferencias
en cuanto a morfologia, capacidad de adherencia a superficies plasticas, cinéticas de
crecimiento, senescencia celular y/o capacidad de diferenciacion. Este hecho unido a la
inexistencia de un marcador especifico que identifique cada poblacion celular, hace que
se las considere también células madre mesenquimales y que la utilizacion de unas u
otras en aplicaciones terapéuticas dependa de la disponibilidad o accesibilidad a los
tejidos donantes y de la facilidad de expansion in vitro. En este sentido, las células
madre obtenidas a partir del tejido adiposo (ASC “adipose-derived stem cells”)
constituyen una fuente alternativa a las células madre de medula 6sea bastante atractiva,
ya que se pueden aislar a partir de lipoaspirados humanos en mayor cantidad y de forma

menos traumatica para el paciente (Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion entre BMSC y ASC como fuente de células para terapia celular humana.

BMSC ASC
Cantidad tejido donante Menos abundante Mas abundante
Accesibilidad Poco accesible (dentro hueso)| Muy accesible (subcutaneo)
Técnica de extraccion Cirugia menor Cirugia mayor
Predisposicion del .

paciente Traumatica y dolorosa Muy aceptada y frecuente
Rendimiento de tejido . o

extraido Menor efectividad Mayor efectividad
Caracteristicas de las Misma potencialidad y Misma potencialidad y

celulas capacidad replicativa. capacidad replicativa.
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I1l. LAS CELULAS MADRE DE TEJIDO ADIPOSO.

1. Aislamiento de células madre derivadas de tejido adiposo.

Las células madre de tejido adiposo (ASC) pueden ser aisladas a partir del
lipoaspirado obtenido en las intervenciones de liposuccion, que normalmente es
descartado como desecho médico, mediante digestion enzimatica con colagenasa. El
aumento de la obesidad en los ultimos afios ha hecho que el nimero de pacientes que se
someten voluntariamente a este tipo de intervenciones haya crecido significativamente.
Este hecho hace que las liposucciones sean consideradas como un procedimiento seguro
y bien tolerado por los pacientes. Ademas, la cantidad de ASC que se puede obtener a
partir de los lipoaspirados de grasa es mucho mayor comparado con los de médula dsea,
alrededor de 2 millones de células por mililitro de lipoaspirado (Zuk y col., 2001). Asi
pues, mientras que de un gramo de grasa se extraen aproximadamente 5.000 células, la
cantidad de BMSC que se puede obtener es de 100 a 1.000 celulas por gramo de médula
Osea. Esto permite la posibilidad de que puedan ser trasplantadas sin la necesidad de
mantenerlas en cultivo durante largos periodos de tiempo para expandirlas, lo cual
puede ser problematico en aplicaciones clinicas por la posibilidad de contaminaciones
microbianas, alteraciones celulares, introduccion de productos animales (derivados del
FBS utilizado durante el cultivo) y otros posibles errores humanos. Ademas, comparado
con las BMSC, las ASC crecen mas rapidamente y pueden mantenerse mas tiempo en
cultivo sin que presenten signos de senescencia (Kern y col., 2006). Todo esto hace que
el tejido adiposo sea considerado una fuente rica en células madre y que las ASC sean

una prometedora alternativa al uso de células madre embrionarias.

El tejido adiposo, al igual que la médula Gsea, proviene del mesodermo
embrionario y contiene una poblacion heterogénea de células estromales. Las ASC
proceden de esta fraccion vasculo-estromal (SVF) del tejido adiposo, donde ademas se
pueden encontrar otros tipos celulares como células endoteliales, células de musculo
liso, fibroblastos, mastocitos, preadipocitos y otros tipos celulares circulantes como
leucocitos o células madre hematopoyéticas (Tholpady y col., 2006). Esto hace que las
ASC recién aisladas constituyan una mezcla relativamente heterogénea, pero
manteniéndolas en cultivo y después de unos pocos pases, dan lugar finalmente a una

poblacion celular con aspecto fibroblastico mas homogénea. Estas células primeramente
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fueron denominadas PLA (del inglés “processed lipoaspirate”) o ADSC (“adipose
derived stem cells”) y actualmente son conocidas como ASC. Sin embargo, muchos
factores pueden influir en la composicion celular de estos cultivos, como la edad y
estado del donante, el procedimiento de aislamiento, las condiciones de cultivo o el

namero de pases.

A pesar de lo anteriormente expuesto, muchos grupos utilizan en sus estudios
estas poblaciones relativamente homogéneas, suponiendo que la capacidad que poseen
de adherencia a las superficies plasticas de cultivo, conducird a una autoseleccion de la
poblacién durante los sucesivos pases. Sin embargo, esta capacidad de adherencia no es
exclusiva de las ASC, ya que los fibroblastos por ejemplo también la tienen. Ademas, la
eleccion de los reactivos y métodos experimentales pueden también afectar a los
resultados de los estudios de expresion, diferenciacion o capacidades terapéuticas de las
ASC. Por estos motivos, parece razonable utilizar poblaciones de ASC purificadas para
normalizar y ayudar a reducir muchas de las inconsistencias que existen en la actual
literatura con respecto a las ASC. De esta forma los experimentos con estas células
serian mas reproducibles y permitirian, en consecuencia, que las aplicaciones clinicas se

desarrollasen mas rapidamente.

2. Caracterizacion.

Las ASC son células con morfologia fusiforme, similar a los fibroblastos, que
se adhieren fuertemente a las superficies plasticas de cultivo y que tienen la capacidad
de diferenciar a adipocitos, osteocitos y condrocitos bajo las condiciones adecuadas de
cultivo. Poseen una tasa de crecimiento que se mantiene constante bajo condiciones de
cultivo normales, tardando una media de 60 h en duplicar su poblacion (Zuk y col.,
2001), pero puede variar entre 2 y 5 dias dependiendo de la edad del donante,

condiciones de cultivo, densidad celular o composicion del medio.

En cuanto a los marcadores de superficie celular, las ASC tienen un perfil de
expresion similar a las BMSC (Gronthos y col., 2001), aunque también depende, como

se ha dicho anteriormente, del tipo de poblacion aislada y de las condiciones de cultivo.
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Por lo general suelen expresar CD9, CD10, CD29, CD44, CD73, CD90 y CD105, entre
otros. Por el contrario, no expresan los marcadores tipicos hematopoyéticos CD14,
CD34 y CD45. Al igual que las BMSC, las ASC expresan el antigeno leucocitario
humano (HLA) del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y no el de
clase Il. Finalmente, las ASC también expresan y secretan citocinas y factores de
crecimiento (Rehman y col., 2004) como el factor estimulador de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), el factor basico de crecimiento de fibroblastos
(bFGF), el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), el factor de
crecimiento hepético (HGF) o el factor de crecimiento transformante beta (TGF-p).

3. Capacidad de diferenciacion in vitro.

Las ASC son células madre multipotentes ya que pueden ser diferenciadas en
distintos tipos celulares. Como células de origen mesodérmico que son, obviamente los
linajes principales a los que se diferencian son el osteogénico, condrogénico,
adipogenico y miogénico (Zuk y col., 2001; Gimble y Guilak, 2003; Halvorsen y col.,
2001; Huang y col., 2004), incluyendo musculo esquelético (Mizuno y col., 2002; Di
Rocco y col., 2006), musculo liso (Rodriguez y col., 2006) y cardiomiocitos (Planat-
Bernad y col.,, 2004; Fraser y col., 2006). Ademas, las ASC poseen también la
capacidad de ser diferenciadas hacia linajes no mesodermicos, de esta forma se pueden
obtener células de origen ectodérmico como células neuronales (Safford y col., 2002;
Zuk y col., 2002; Ashjian y col., 2003), células epiteliales (Brzoska y col., 2005) y
células endoteliales (Planat-Bernard y col., 2004; Fraser y col., 2006), asi como células
de origen endodérmico como hepatocitos (Seo y col., 2005; Banas y col., 2007) y

células pancreaticas (Timper y col., 2006).

La diferenciacién de las ASC hacia todos estos tipos celulares, en la mayor
parte de los casos, tiene lugar gracias a la adicion de diversos factores de crecimiento y
suplementos al medio de cultivo (Tabla 4). Aunque en algunos casos los protocolos
estan bien establecidos, como en la diferenciacion hacia osteocitos, adipocitos y
condrocitos, en otros la variabilidad y heterogeneidad de las poblaciones utilizadas hace

muy dificil la repetitividad de los mismos. Con el proposito de disminuir la
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heterogeneidad celular presente en los cultivos de ASC, se han obtenido poblaciones
clonales originadas a partir de una Unica célula (single cell cloning), lo cual ha
demostrado la existencia de clones con diferente potencial de diferenciacion dentro de
una poblacién original heterogénea (Guilak y col., 2006; Paredes y col., 2010).

Tabla 4. Protocolos coaxiales de diferenciacion de células madre de tejido adiposo sefialando los

distintos suplementos afiadidos al medio de cultivo.

Linaje celular

Suplementos

Referencias

Osteogénico

Acido ascorbico, B-glicerofosfato,
dexametasona/vitaminaD

Zuk, 2001
Halvorsen, 2001

Indometacina, IBMX, dexametasona,

Adipogénico insulina Zuk, 2001
Insulina, acido ascorbico, TGFf1,
Condrogénico g p Huang, 2004
Dexametasona, hidrocortisona Zuk, 2001

Miogenico Insulina, transferrina, BSA, Planat-Bernad,
mercaptoetanol 2004
Acido valproico, hidrocortisona,
KCI ,BHA, insulina, forskolina Safford, 2002
Neuronal Mercaptoetanol Zuk, 2002
IBMX, indometacina, insulina Ashjian, 2003
Transferrina, insulina, BSA,
hidrocortisona, dexametasona, acido
» ascorbico, EGF, HGF, FGF1, FGF4, Banas, 2007
Hepatico OSM
HGF, OSM, DMSO Seo, 2005
- Nicotinamina, activina A, exendina 4, ]
Pancreatico pentagastrina, HGF Timper, 2006
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4. Capacidad de regeneracion tisular in vivo.

Existen numerosos estudios que han demostrado la capacidad de las ASC,
tanto de origen murino como humano, de reparar pequefios dafios en tejidos in vivo.
Gran parte de estos estudios estan dirigidos a la reparacion o regeneracion de tejidos
derivados de la capa mesodérmica, al ser células del mismo origen. Asi pues, se pueden
encontrar muchos trabajos de reparaciones 6seas y cartilaginosas, algunos de ellos con
la utilizacion de biomateriales como soporte para la regeneracion de huesos (Hicok y
col., 2004; Erickson y col., 2002; Nathan y col., 2003). Otros estudios relevantes son los
basados en su capacidad de diferenciacién miogénica, pudiendo encontrar trabajos sobre
la capacidad de reparacion de dafios en fibras musculares tras una isquemia (Schuldt y
col., 2008). Incluso existen estudios relacionados con la diferenciacion neuronal (Kang
y col., 2003).

Durante los ultimos afios se esta estudiando la capacidad inmunomoduladora
de las ASC, lo que ha abierto nuevas lineas de trabajo y la posibilidad de su utilizacién
en patologias inflamatorias como la artritis reumatoide o la colitis intestinal (Gonzélez y
col., 2009; Gonzalez-Rey y col., 2010), asi como en la enfermedad de injerto contra
huésped (Fang y col., 2006). A pesar de todos los estudios de este tipo realizados, los
procesos bioldgicos sobre los que actdan las ASC son desconocidos, aunque si se han
observado sus efectos terapéuticos sobre los tejidos dafiados, ya sea por su capacidad de
diferenciacion in vivo, por su capacidad de estimular los mecanismos endogenos de

reparacion de los propios tejidos o por su capacidad inmunomoduladora.

5. Ensayos clinicos actuales.

Los ensayos clinicos ademas de estar sometidos a una estricta regulacion,
tienen que ser de publico conocimiento, para lo cual se deben inscribir en bases de datos
oficiales. Existen varias bases de datos, como Current Controlled Trials o Clinical
Trials.gov del Instituto Nacional de la Salud de Estados Unidos, en la que se incluyen la

mayoria de los ensayos que se realizan en el mundo. Las bdsquedas en este tipo de
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bases muestran que de los més de 6.000 estudios en terapia celular que se estan
desarrollando en la actualidad (Septiembre 2010), alrededor de unos 70 trabajos
utilizan células madre mesenquimales, de los cuales s6lo 14 emplean células derivadas
de grasa en el tratamiento de los pacientes. La mayor parte de estos ensayos clinicos se
realizan con células derivadas de médula ésea aprovechando las infraestructuras que los
servicios de hematologia tienen para el trasplante de médula 6sea. Pero centrandose en
los ensayos con ASC, de los que se estan realizando en la actualidad, las patologias méas
comunmente tratadas son las fistulas y enfermedad de Crohn, con 5 ensayos de los
cuales 2 se desarrollan en Espafia; la diabetes y patologias asociadas, con 3 ensayos; y
los infartos de miocardio y patologias cardiovasculares, con 2 ensayos cursandose
actualmente. Aunque también se estan tratando otras enfermedades como la esclerosis
(ensayo que se esta realizando en Espafa), la lipodistrofia y la incontinencia fecal.
También en el campo de la cirugia plastica se estan usando estas células, por ejemplo
para las reconstrucciones de mama tras una mastectomia o estéticamente para rellenar

cicatrices, mejorar el contorno o disimular arrugas.

Los resultados definitivos de los diferentes ensayos clinicos se conoceran en
los préximos afios, pero algunos de ellos ya han dado resultados positivos y se han
comentado en los medios de comunicacion, como en el caso del tratamiento de
cardiopatias, en las reconstrucciones de pecho y en el tratamiento de las fistulas. En este
altimo caso, el Dr. Garcia Olmo de la unidad de terapia celular del hospital la Paz, en
colaboracion con la empresa Cellerix, después de finalizar el ensayo clinico que
comenzd en 2002 con enfermos de Crohn, esperan que para el afio 2011 se autorice

como medicamento el uso de estas células.
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IV. INMUNOMODULACION MEDIADA POR CELULAS MADRE
MESENQUIMALES.

1. Propiedades inmunomoduladoras de las células madre mesenquimales.

Recientemente se ha revelado un efecto inmunomodulador y anti-inflamatorio
de las células madre mesenquimales (MSC), tanto in vitro como in vivo. Estas
propiedades apoyan su idoneidad para el tratamiento de enfermedades autoinmunes,
como la diabetes tipo | (Abdi y col., 2008), o en inflamacién como en el caso de la
diabetes tipo Il (Donath y col., 2008). Este efecto es debido a que las MSC parecen
presentar una baja inmunogeneicidad, expresando niveles intermedios de las moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad clase 1 y nula expresion para las de clase I,
ademas de no presentar expresion para moléculas coestimuladoras como CD80 (B7-1),
CD86 (B7-2) y CD40 (Le Blanc y col., 2003). Por otra parte, las MSC pueden modular
la actividad inmunologica de diferentes poblaciones celulares (Nauta y Fibbe, 2009). De
esta forma, poseen un efecto inhibidor en la proliferacion de linfocitos T y celulas NK,
asi como en la diferenciacion de células dendriticas y linfocitos, pero por el contrario,
muestran un efecto estimulador en la produccion de linfocitos T reguladores CD8"

(Aggarwal y Pittenger, 2008).

Sin embargo, los mecanismos moleculares a través de los cuales las MSC
modulan toda esta variedad de eventos no se conocen completamente. Ademéas de
necesitarse inicialmente un contacto célula-célula, parece que ciertos factores solubles
tienen un papel clave en los procesos inmunes e inflamatorios. Entre ellos cabria
mencionar el factor de crecimiento transformante-p1 (TGF-1), el factor de crecimiento
hepéatico (HGF), la prostaglandina E2 (PGE2), el interferon-y (IFN-y) y la indolamina
2,3-dioxigenasa (IDO). La mayoria de estos efectos inmunomoduladores han sido
estudiados en poblaciones de MSC aisladas de médula 6sea, pero también las derivadas

de tejido adiposo pueden ejercer el mismo efecto (Puissant y col., 2005).
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2. Lainteraccion entre MSC vy linfocitos T.

Las MSC ejercen su efecto sobre los linfocitos T inhibiendo la proliferacion
de células T CD4" (cooperadores) y CD8" (citotoxicos), asi como de células T de
memoria y virgenes (Di Nicola y col., 2002). Este mecanismo puede necesitar una fase
inicial de contacto celular, junto con la produccion de varios mediadores especificos
como TGF-B, HGF, PGE2 e IDO, ademas de ciertas citocinas como IFN-y, IL-10, IL-2
y TNF-a. Esta inhibicién parece ser dosis-dependiente, ya que se observa cuando existe
un namero alto de MSC (ratio MSC:linfocitos >1:10), pero si la cantidad es baja (1:100-
1:10.000) puede inducir proliferacion (Le Blanc y col., 2003). Esta habilidad de
suprimir la respuesta mitogénica y antigénica de las células T se puede explicar
mediante un complejo mecanismo que induce al mantenimiento de los linfocitos en un
estado quiescente, sin induccién de apoptosis, a través del cual las MSC pueden
determinar la inhibicion de la expresion de la ciclina D2 y parar las celulas en fase GO-
G1 del ciclo celular (Glennie y col., 2005). Ademas, las MSC pueden modular la
respuesta inmune estimulando la produccién de células T reguladoras (Treg), las cuales
a su vez inhiben la proliferacion de linfocitos en trasplantes alogénicos (Djouad y col.,
2003).

Sin embargo, existen discrepancias en los distintos estudios sobre los
mecanismos que median en la inmunosupresion, las cuales pueden deberse a las
diferentes condiciones experimentales o al origen de las MSC (Ren y col., 2009).
Aunque estos mecanismos no se conocen totalmente en su conjunto, en resumen, las
MSC son capaces de inhibir la proliferacion de células T, inhibir la produccion de IFN-y
Yy TNF-a e inducir un incremento en los niveles de IL-4 e IL-10. Todo esto hace cambiar
una respuesta inmune pro-inflamatoria hacia un estado anti-inflamatorio, lo cual se
favorece ain mas por la estimulacién de los linfocitos Treg y la alteracion en la

actividad de las células dendriticas.
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3. Modulacion de las células dendriticas.

Las MSC pueden indirectamente reducir la activacion de células T a través de
la inhibicién de la diferenciacién de células dendriticas (DC) o células presentadoras de
antigenos (APC), las cuales juegan un papel clave en la induccién de la inmunidad y
tolerancia, dependiendo de su activacion y estado de maduracion. Las DC maduras son
altamente eficaces en la captacion de antigenos, los cuales primero los procesan y
después los presentan, induciendo el desarrollo de células T efectoras. Las DC
inmaduras inducen tolerancia, ya sea por la eliminacion de linfocitos T o por la

expansion de Treg (Banchereau y col., 2000).

Las MSC son capaces de interferir en la diferenciacion, maduracion y funcion
de las DC, provocando el bloqueo de éstas en el estado inmaduro y alterando la
secrecion de citocinas. Por ejemplo, pueden reducir la produccion de las citocinas pro-
inflamatorias IL-12, IFN-y y TNF-a y aumentar la produccion de citocinas anti-
inflamatorias como 1L-10. En cuanto a los mecanismos a través de los cuales las MSC
median en la modulacién de las DC, no esta claro si es dependiente de contacto celular
0 no, pero parece que ciertos factores solubles producidos por las MSC como la IL-6 y
M-CSF tienen un papel importante en la retencion del estado inmaduro (Jiang y col.,
2005).

4. Efectos de las MSC en linfocitos B.

Las MSC pueden inhibir la proliferacion y activacién de linfocitos B de una
forma dosis-dependiente, asi como modular su diferenciacion y producciéon de
anticuerpos (Corcione y col., 2006). Al igual que sucede con las células T, las células B
quedan detenidas en fase GO-G1 del ciclo celular, sin entrar en apoptosis. Las MSC
pueden inhibir la produccion de inmunoglobulinas M, G y A, pero por el contrario, la
produccion de TNF-a, IFN-y, IL-4 e 1L-10 por parte de los linfocitos B no es alterada.
Ademas su comportamiento quimiotactico puede verse afectado, disminuyendo su

migracién a 6rganos linfoides secundarios.
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Aunque los mecanismos implicados no se conocen completamente, todos
estos efectos de las MSC sobre células B parecen estar mediados por factores solubles,
aunque éstos no han sido identificados todavia. Sin embargo, otros estudios sugieren
que las MSC son capaces de suprimir la proliferacion de células B sdlo en presencia de
IFN-y (Krampera y col., 2006). La discrepancia en los distintos trabajos, se puede
atribuir de nuevo a la variabilidad en los protocolos utilizados.

5. Interaccion entre MSC y células NK.

Las células NK (“natural killer” o asesina natural) juegan un papel crucial en
la defensa del huésped contra las celulas infectadas o tumorales. Ejercen su funcion a
través de la secrecion de citocinas y quimioquinas. Son citoliticas, es decir, destruyen a
las otras células atacando su membrana celular y provocando la lisis. Ademas tienen una
funcion citotoxica dependiente de anticuerpos. La accion de las células NK es regulada
mediante el balance de sefiales transmitidas a través de receptores activadores e
inhibidores que interaccionan con moléculas HLA de las células diana (Papamichail y
col., 2004).

Experimentos con cocultivos a través de membranas semipermeables
(“transwell”) indican que las MSC son capaces de inhibir la produccién de citocinas
(como IFNYy) y la proliferacion de células NK estimuladas con IL-15 a través de factores
solubles (incluyendo TGF-B y PGE2). Por el contrario, el efecto inhibidor de las MSC
en la citotoxicidad de las células NK parece requerir el contacto célula-célula,
sugiriendo la existencia de diferentes mecanismos en la modulacion de estas células
(Sotiropoulou y col., 2008). Aungue los estudios iniciales han mostrado que las MSC
no son lisadas por células NK recién aisladas, otros estudios indican que estas células
activadas por IL-2, IL-15, IL-12 6 IL-18 tienen una potente actividad citolitica frente a
MSC autblogas o alogénicas (Spaggiari y col., 2006). Sin embargo, el tratamiento de
MSC con IFN-y las hace menos susceptibles a la lisis, debido al efecto que tiene dicho

factor en la regulacion de las moléculas HLA clase I.
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Esquema 5. Efectos inmunomoduladores de las células madre mesenquimales.
DCi: célula dendritica inmadura, DCm: célula dendritica madura, (-): inhibicion, (+): estimulacion.
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l. OBJETIVO GENERAL.
El objetivo principal de este trabajo es analizar la plasticidad de poblaciones
clonales de células madre mesenquimales humanas aisladas de lipoaspirados (h_ASC) a

la hora de diferenciar a distintos linajes y evaluar finalmente su potencial en terapia

celular.

Il.  OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Aislar diversos clones de h_ASC de distintos donantes y caracterizarlos, tanto

funcionalmente como en base a su perfil de expresion genica.

2.- Valorar su plasticidad a la hora de diferenciar a distintos linajes, incluyendo

mesodermo y neuroectodermo.

3.- Estudiar el potencial de las células madre de tejido adiposo en terapia celular,

en base a su capacidad de modular la respuesta inflamatoria e inmunitaria.
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I. TECNICAS DE CULTIVO CELULAR.

1. Lineas celulares.

Se han utilizado cultivos de lineas de células madre adultas aisladas de tejido
adiposo humano (h_ASC) obtenidas en nuestro laboratorio.

2. Obtencion de células madre de tejido adiposo.

La obtencién de células madre adultas aisladas a partir de lipoaspirados
humanos se realizd segun el protocolo de Zuk y colaboradores de 2001. Los
lipoaspirados obtenidos por liposuccion, bajo anestesia local y en condiciones estériles,
se trasladaron en hielo desde la clinica de cirugia estética colaboradora hasta nuestro
laboratorio donde, manteniendo siempre la esterilidad, se inicio el protocolo de

aislamiento partiendo de una cantidad inicial de 100 6 200 ml de lipoaspirado.

El protocolo se inicio lavando varias veces el lipoaspirado con igual volumen
de PBS. En cada lavado se recogio solo la parte grasa y se pasé a otro recipiente con el
fin de eliminar la mayor cantidad posible de sangre y liquidos (anestesia, plasma, restos
celulares, etc.). Se recogio la grasa limpia de restos y se afiadio, para digerir la matriz
extracelular, entre 40 y 80 ml de solucion de colagenasa en PBS conteniendo 0,075% de
colagenasa V (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y 5 mM de CaCl, . 2 H,O (Merck,

Darmstadt, Alemania). Se dejé actuar durante 30 min a 37° C y en agitacion.

La actividad enzimatica se neutralizo afiadiendo el doble de volumen de medio
de cultivo mesenquimal. A continuacién se centrifugo a 175xg durante 10 min. Se retird
el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en medio de cultivo mesenquimal. Si el
precipitado se observa que no estd muy limpio de restos celulares e impurezas se puede

filtrar a través de una doble gasa estéril.

Para saber la cantidad de células aisladas se hizo un recuento celular del filtrado

con una camara de Neubauer y se sembré en placas de poliestireno pretratadas de 100
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mm @ a una densidad de 1 millon de células por placa, con medio de cultivo
mesenquimal y se incub6 a 37° C y 5% de CO,.

Transcurridas 24 h se lavaron las placas con PBS para eliminar las células no
adheridas y se volvi6 a afadir medio de cultivo mesenquimal. EI medio de cultivo se
cambid 2-3 veces por semana hasta que las células alcanzaron el 80% de confluencia.
Alcanzada esta confluencia las células se pueden tripsinizar y expandir o bien congelar

con el correspondiente medio de congelacion en nitrégeno liquido.

3. Seleccion clonal de células madre de tejido adiposo.

Una vez aisladas las células madre derivadas de tejido adiposo se procedié a la
obtencion de poblaciones celulares procedentes de una unica célula (single cell cloning).
Para ello las h_ASC se sembraron en placas de poliestireno a muy baja confluencia
(500-1.000 células en placas de 100 mm @) de esta forma, al estar tan diluidas, quedan
lo suficientemente separadas como para identificar células aisladas. Estas células se
marcaron en la placa para seguir su crecimiento hasta que llegaron a formar colonias
bien definidas, manteniéndose en medio de cultivo para clonaje. Una vez que el tamafio
de la colonia fue lo suficientemente grande (50-100 células) se procedié a la
tripsinizacion. Para ello se lavaron las placas 2 veces con PBS y después del altimo
lavado se puso un anillo de clonaje (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania), previamente
engrasado, rodeando el clon a tripsinizar. Una vez fijado el anillo de clonaje (Imagen 1)
a la placa se afiadieron 50 ul de tripsina y se dejo 5 min a 37° C en el incubador. Se par6
la reaccion de la tripsina con otros 50 pl de medio de cultivo y se pasé todo el volumen,
con cuidado de no mover el anillo de clonaje, a un pocillo de una placa de 24 pocillos
con 0,5 ml de medio de cultivo. Cuando alcanzaron el 80% de confluencia en el pocillo
se procedié de nuevo a su tripsinizacion, sembrando ahora en placas de 60 mm @.
Cuando volvieron a estar confluentes se pasaron a placas de 100 mm @, donde se
expandio el clon en medio de cultivo mesenquimal hasta tener suficientes células para

congelar.

50



MATERIALES Y METODOS

Imagen 1. Anillos de clonaje.

4. Medios de cultivo.

En la tabla 1 se indican los componentes de los medios utilizados para el
cultivo de células madre aisladas de tejido adiposo, todos de la casa Gibco (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) excepto el suero fetal bovino (Biowhittacker, Cambrex
BioScience, Verviers, Belgica).

Tabla 5. Medios de cultivo.

REloe SI%5 Mes',\élrsc?LiJ(i)mal I\é(lagrif;j%e
DMEM (25mM glucosa) 1x 1x -
Suero Fetal Bovino 100% 10% 20%
Penicilina/Estreptomicina 100x 1x 1x
Hepes 1M - 15 mM
HAM F12 1x - 1x

5. Descongelacion de células.

Las células, preservadas en crioviales en nitrogeno liquido, se descongelaron
suavemente en un bafio a 37° C, procurando que no llegaran a calentarse para minimizar
la muerte celular durante este proceso. El contenido del criovial se pasé a un tubo de
fondo conico con 8 ml de medio de cultivo mesenquimal, para diluir asi el DMSO

presente en el medio de congelacién. El tubo se centrifugdé a 100xg durante 5 min. Tras
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eliminar el sobrenadante las células se resuspendieron en un volumen de medio

adecuado para sembrarlas en el nimero de placas y a la concentracion deseada.

Tras 24 h de incubacion a 37° C y 5% de CO, se cambi6 el medio de cultivo

para retirar las células muertas no adheridas a la placa.

6. Mantenimiento del cultivo y tripsinizacion.

Las células madre derivadas de tejido adiposo se cultivaron en placas de
poliestireno pretratadas (TPP, Trasadingen, Suiza) a una densidad aproximada de 3.000
células/cm? (200.000 células/placa 100 mm @) y se mantuvieron en cultivo a 37° C y
5% de CO;, realizando cambios de medio unas 2 veces por semana, hasta alcanzar un

méaximo de confluencia del 90%.

Cuando las células llegaron a cubrir casi la totalidad de la superficie de la placa
(90% confluencia) se despegaron por tripsinizacion (tabla 2) para poder resembrarlas.
Para ello se retird el medio de cultivo y se lavaron 2 veces con PBS, para eliminar los
restos de suero del medio que pudieran inhibir la accion de la tripsina. Tras retirar el
PBS se adiciond la solucion de 0,05% de tripsina y 0,002% de Na,EDTA (Gibco,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Las células se incubaron durante 5 min a 37° C y
posteriormente se paré la reaccion con medio de cultivo mesenquimal. Todo el volumen
se pasd a un tubo de fondo conico y se pipeted suavemente varias veces para
resuspender bien las células. La placa se puede volver a lavar con medio de cultivo para
recoger todas las células posibles, pero con cuidado de no diluir demasiado la

suspension celular final y afecte asi al contaje celular.

En el caso de que el cultivo en placa se deje muchos dias y que el crecimiento
y proliferacion de las células sea muy largo, se recomienda la recogida de las mismas no
por tripsinizacion sino mediante el uso de un raspador de células, ya que éstas suelen

estar muy adheridas.
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Tabla 6. Volumenes aconsejados en la tripsinizacion.

Tamarno Placa Volumen Tripsina | Volumen Parada | Volumen Lavado
Placa 100 mm @ 1,5 ml 2 mi 2ml
Placa 60 mm & 0,75 ml 1ml 1ml
Placa 6 pocillos 0,5ml 1ml 1ml
Placa 24 pocillos 250 ul 500 ul 500 ul

7. Contajey viabilidad celular.

Para contar las células viables en una suspension celular se utilizo el método de
exclusion del azul tripan. Para ello, se mezclaron 20 pl de la suspension celular con 20
pl de una solucion de colorante vital azul tripan al 0,4% en PBS (Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). Tras mezclarlo bien se cargd 20 ul de dicha dilucion en una
camara de Neubauer y se procedio a contar las celulas en el microscopio. Se
consideraron células viables aquellas que presentasen un perimetro mas o menos

circular, con borde regular y sin tincién azul.

La camara de Neubauer es utilizada para el recuento celular en medio liquido.
Se trata de un portaobjetos con dos zonas ligeramente deprimidas para evacuar el
exceso de liquido, en cada una de las cuales hay marcada una cuadricula de dimensiones
conocidas. La camara se cubre con un cubreobjetos que se adhiere por simple tensidon
superficial, dando cabida a un volumen de liquido conocido. En base a la cantidad de
células contadas y segun el volumen de liquido que admite la cAmara, se puede calcular
la concentracion de células por unidad de volumen en la muestra inicial, la cual viene

dada por la siguiente formula simplificada:

Concentracion (células/ml) =M x dilucién x 10.000
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Donde M es la media de las células contadas por cuadrado grande (compuesto
por 16 cuadrados mas pequefios) de la cAmara de recuento. La dilucién se toma siempre

como 2, ya que la relacion en la mezcla entre suspension celular y azul tripan es 1:1.

8. Congelacion de células.

Para congelar un nimero determinado de células, después de haber realizado la
tripsinizacion y contaje celular, se centrifugd la suspension celular a 100xg durante 5
min y tras eliminar el sobrenadante se resuspendid el precipitado en un volumen
conocido de medio de congelacion para obtener una concentracion determinada de
células por unidad de volumen (normalmente 0,5x10° - 1x10° células/ml). El medio de
congelacion se compone de medio de cultivo mesenquimal suplementado con un 10%

mas de suero fetal bovino y 10% de DMSO (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania).

Tras resuspender las células en el medio de congelacion, se pipete6 1 ml de la
suspension por criovial de 2 ml (TPP, Trasadingen, Suiza) y se introdujeron los
crioviales en un “Mr. Frosty” (Nalgene, Rochester, NY, USA) para mantenerlo a -80° C
durante 24 h en un ultracongelador. EI Mr. Frosty es un recipiente que contiene
isopropanol y permite un descenso gradual de la temperatura hasta la congelacion,
minimizando la formacidn de cristales y por tanto, el dafio y muerte celular durante este

proceso.
Finalmente, tras 24 h a -80° C, los crioviales se guardaron en una caja dentro de

un bidén con nitrogeno liquido (Locator Jr, Nalgene, Rochester, NY, USA) para su

conservacion a -196° C hasta su nueva utilizacion.
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9. Protocolos de diferenciacion.

Las células madre aisladas de tejido adiposo humano (h_ASC) se sometieron a
distintos protocolos de diferenciacion celular con el fin de obtener tipos celulares
propios de las capas embrionarias mesodérmica y ectodérmica.

9.1. Protocolos de diferenciacion a linaje mesodérmico.

Las células h_ASC se sometieron a dos protocolos de diferenciacion a linaje
mesodérmico, uno hacia la linea osteogénica y otro hacia la adipogeénica.

La diferenciacion osteogénica se realizd segun el protocolo de Jaiswal y
colaboradores de 1997. Para ello, las células se sembraron en placas y se mantuvieron
en cultivo hasta que alcanzaron el 100% de confluencia. Una vez confluentes se inicio
la diferenciacion, cambiando el medio de cultivo mesenquimal por medio de cultivo
inductor, compuesto por medio de cultivo mesenquimal suplementado con 0,2 mM de
4cido ascorbico-2-fosfato, 10 mM de p-glicerofosfato y 107 M de dexametasona
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). El cultivo se mantuvo hasta los 25 dias con
cambios de medio cada 3-4 dias. Finalizado el protocolo se pudo valorar el grado de

diferenciacion mediante tincién con alizarina.

La diferenciacion adipogénica se realizd segun el protocolo de Pittenger de
1998. De la misma forma, el protocolo no se inicié hasta que las células no alcanzaron
el 100% de confluencia. Una vez confluentes se afiadié el medio de cultivo inductor de
adipogeénesis compuesto por medio de cultivo mesenquimal suplementado con 1 uM de
dexametasona, 0,5 mM de isobutil-metilxantina (IBMX), 10 pug/ml de insulina y 100
UM de indometacina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). El cultivo se mantuvo
durante 21 dias con cambios de medio cada 2-3 dias. Una vez finalizado el protocolo se

pudo analizar la induccién adipogénica mediante tincidén con oil red.
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Tabla 7. Medios de diferenciacion a linaje mesodérmico.

RIS Sl Os'i\élc?;éiﬁ ico Ad il\[;lc?gécr)]ico
DMEM (25mM glucosa) 1x 1x 1x
Suero Fetal Bovino 100% 10% 10%
Penicilina/Estreptomicina 100x 1x 1x
Acido Ascorbico 20 mM 0,2 mM -
B-Glicerofosfato 1M 10 mM -
Dexametasona 10 mM 0,1 pM 1uM
IBMX 0,5M - 0,5 mM
Insulina 10 mg/ml - 10 pg/ml
Indometacina 10 mM - 100 uM

9.2. Protocolo de diferenciacion a linaje ectodérmico.

Para la diferenciacion hacia linaje neuronal se procedio segun las instrucciones
del kit AndvanceSTEM de diferenciacion neural de la casa comercial Thermo Scientific
(Hyclone, Logan, UT, USA). Para ello, se sembraron las células en placas de 6 pocillos
a una densidad aproximada de 600 células/cm? (5.000-6.000 células/pocillo) y se
incubaron a 37° C y 5% de CO; durante 24 h para que las células recuperaran su
morfologia o hasta que alcanzaran el 30% de confluencia. Alcanzada ésta se elimino el
medio mesenquimal, se lavaron las células con PBS y se afiadieron 2 ml por pocillo de
medio de diferenciacion neuronal, compuesto por AdvenceStem Neural Differentiation
Medium suplementado con un 10% de AdvanceStem Stem Cell Growth Supplement
(Hyclone, Logan, UT, USA). Las células se dejaron 72 h incubando a 37° C y 5% de
CO,. Pasadas 24 h pudo observarse la formacion de células con morfologia neuronal,

alcanzandose el maximo a las 72 h.
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10. Microscopia.

Para la observacion de las células sobre placas de poliestireno se utilizéd un
microscopio invertido de contraste de fases marca Nikon (Badhoevedorp, Holanda),
modelo Eclipse TE 200, unido a una cdmara digital Kappa DX 30 (Kappa, Gleichen,
Alemania). El programa informatico utilizado para la visualizacion de las imagenes en

este microscopio fue el Kappa Image Base, version 2.5.2.
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II. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

1. Extraccion de ARN total.

(Roche,

Para la extraccion de ARN total de células h_ASC se utilizé el reactivo tripure

Mannheim, Alemania), siguiendo las instrucciones dadas por el fabricante con

algunas modificaciones. Una vez obtenido el precipitado de células, que para el caso de

h_ASC debe ser como minimo de 0,5x10° en un eppendorf libre de ARNasas se

procedid segun los siguientes pasos:

12.-
13.-
14.-
15.-
16.-
17.-

Afiadir 0,8 ml de tripure, si hay mas de 1 millon de células afiadir 1 ml.

Lisar las células repipeteando.

Incubar 5 min a temperatura ambiente.

Afadir 160 ul de cloroformo y agitar vigorosamente durante 15 s.

Incubar 10 min a temperatura ambiente.

Separar las fases por centrifugacion a 12.000xg durante 15 min a 4° C.
Transferir 400 pl de la fase superior incolora a un eppendorf libre de ARNasas.
Afadir 400 pl de isopropanol a -20° C (500 pl si el precipitado es mayor de 1
millon de células) e invertir varias veces.

Dejar incubar 10 min a -20° C para que precipite el ARN.

Centrifugar a 12.000xg durante 10 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante y afiadir 0,8 ml de etanol al 75% en agua tratada con
DEPC a -20°C (1 ml si el precipitado es mayor de 1 millon de células).

Agitar con vortex brevemente para lavar bien el precipitado.

Centrifugar a 7.500xg durante 5 min a 4° C.

Descartar el sobrenadante y eliminar bien el etanol con ayuda de una pipeta.
Dejar secar el precipitado de ARN al aire durante aproximadamente 10 min.
Resuspender el pellet en 25 ul de agua tratada con DEPC.

Incubar a 58° C durante 12 min y guardar a -80° C.
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Para precipitados de tamafio inferior a 500.000 células la extraccion del ARN

total se realiz6 mediante el kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania), siguiendo las

instrucciones del fabricante:

11.-
12.-
13.-

14.-

15.-
16.-

Lisar las células afiadiendo 350 ul de tampdén RLT (si hay menos de 100.000
células afadir 75 pl) y pipetear o agitar con vortex durante 1 min.
Homogeneizar el lisado mecanicamente con ayuda de un rotor y una varilla de
plastico autoclavada durante 1 min a maxima velocidad (si hay menos de 500
células afadir 20 ng de ARN carrier del kit antes de homogeneizar).

Afadir el mismo volumen de etanol al 70% que de RLT y mezclar bien por
pipeteo.

Transferir todo el volumen a una columna del kit colocada sobre un tubo
colector de 2 ml y centrifugar a 8.000xg durante 15 s.

Descartar el eluido y afiadir 350 pl de tampén RW1.

Centrifugar a 8.000xg durante 15 s y descartar el eluido.

Afadir en un eppendorf estéril 10 pl de ADNasa del kit y 70 ul de tampdn
RDD, mezclar invirtiendo el tubo varias veces y transferir todo el volumen
sobre la membrana de la columna.

Dejar incubar a temperatura ambiente durante 15 min.

Afadir 350 pul de tampon RW1 y centrifugar a 8.000xg durante 15 s.

Transferir la columna a un nuevo tubo colector de 2 ml y afiadir 500 pl de
tampdn RPE.

Centrifugar a 8.000xg durante 15 s y descartar el eluido.

Afadir 500 ul de etanol al 80% Yy centrifugar a 8.000xg durante 2 min.
Transferir la columna a un nuevo tubo colector de 2 ml y centrifugar con la
tapa de la columna abierta a maxima velocidad durante 5 min.

Transferir la columna a un tubo de 1,5 ml del kit y afiadir 14 pl de agua libre de
ARNasas del kit al centro de la membrana.

Dejar incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

Centrifugar a maxima velocidad durante 1 min y descartar la columna.

El eluido final de aproximadamente 12 pl contiene el ARN, el cual se guardd a

-80° C para su conservacion.
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Medida de la concentracion de ARN total.

El ARN obtenido se cuantifico determinando su densidad éptica a 260 nm por

medio de un espectrofotdmetro SmartSpec 3000 (BioRad, CA, USA). Para ello el ARN
se diluy6 en tampon TNE 1x (10 mM Tris pH 7,4; 0,2 M NaCl y 1 mM EDTA) a una

concentracion 1:200. Se debe obtener una relacién entre las absorbancias a las

longitudes de onda de 260 nm y 280 nm cercana a 2.

3. Retrotranscripcion de los ARNs mensajeros.

Tras la extraccion del ARN total se procedio a la obtencion del ADN

complementario a partir de 1 pg de ARN total y usando la enzima Expand Reverse

Transcriptase (Roche, Mannheim, Alemania). Para ello se siguieron los siguientes

pasos:

Poner 1 ug de ARN total en un eppendorf libre de ARNasas.

Afadir OligodTs (Roche, Mannheim, Alemania) a una concentracion final de
1,9 uM.

Afadir agua tratada con DEPC hasta un volumen final de 10,5 pl.

Incubar en un termociclador a 65° C durante 10 min para que tenga lugar la
hibridacion de los oligodTs a las colas de poliA de los ARN mensajeros.
Afadir a la mezcla anterior una concentracion final de: tampdn de reaccién 1x,
DTT 10 mM, dNTPs 1 mM (Takara, Shiga, Japon), 20 U de Inhibidor de
ARNasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y 50 U de enzima Expand Reverse
Transcriptase; en un volumen final de 20 pl.

Incubar en un termociclador a 37° C durante 60 min y seguidamente a 93° C
durante 5 min para inactivar la enzima.

Guardar a -20° C.
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Disefio de cebadores para RT-PCR.

Los cebadores usados en el presente trabajo se disefiaron con el programa

Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, CA, USA) y se solicitaron a la empresa

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Para el disefio de los cebadores se siguieron las

siguientes pautas:

1.-
2.-

El tamafio de cada cebador es de aproximadamente 20 pares de bases.

La composicion de G+C en cada cebador no supone mas del 60% de las bases
totales.

La temperatura de fusion (Tm) de cada cebador esté entre 60 y 70° C.

El extremo 5’ se intenta iniciar en G o C para aumentar la eficiencia de la
hibridacion.

El tamafio del producto amplificado para una PCR convencional se disefia en
torno a 100 — 600 pares de bases y si es para PCR a tiempo real entre 100 y 150
pares de bases.

Se comprueban las posibles hibridaciones entre los cebadores (dimeros de
cebadores) y dentro de los cebadores (horquillas), ya que disminuyen la
eficiencia de la reaccion y generan artefactos de amplificacion.

Se comprueban posibles hibridaciones con otros ADNs por medio del
programa en red BLAST, proporcionado por el NIH (National Institute of
Health USA).

Los cebadores son enviados liofilizados por la empresa fabricante. Tras su

recepcion se resuspenden en campana con tampén TE (10 mM Trisy 2 mM EDTA pH

7,5) a una concentracion final de 100 uM (100 pmoles/pl) para cada cebador (sentido y

antisentido) y se realizan diluciones de trabajo de cada cebador a 25 UM con tampon

TE. Los stocks de cada cebador asi como las alicuotas se guardan a — 20° C.

61



MATERIALES Y METODOS

Tabla 8. Cebadores y condiciones de PCR.

Gen Sentido (5°-3’) Antisentido (5°-3”) (ng) Ciclos A”(‘Bg;é”

ABCG 2 gtttatccgtggtgtgtctgg ctgagctatagaggectggg 63 35 684

Actina beta tcaccaccacggccgageg tctecttctgeatectgteg 55 35 351

Aggrecan cactgttaccgccacttcce accagcggaagtccccttcg 60 28 183

BMP 2 cctaaggcatgctgtgtcccgacaga gtactagcgacacccacaaccctcca 64 35 126

BSP cagcttcccaagaaggcetgggg tggtgcegtttatgcecttgtteg 64 35 148

c-MYC accagcagcgactctgaggaggaa ggtgcattttcggttgttgctga 63 35 288

Colageno | agggctccaacgagatcgagatccg | tacaggaagcagacagggccaacgteg | 60 22 222

Colageno X agccagggttgccaggacca ttttcccactccaggaggge 60 40 385

g ENS attaggcaaaggtgtcctgaagg tcaccagctccaaggcttca 55 40 511

8 Nanog ctgtgatttgtgggectgaa tgtttgectttgggactggt 60 35 153

E NF-H aggagtggttccgagtgaggct tgctgaatggcttectggtagg 58 35 229

% NF-M tcgctgegtacagaaaactectgga aatggctgtcagggectcggecat 57 40 236

g OCT 3/4 cttgctgcagaagtgggtggaggaa ctgcagtgtgggtttcgggea 60 35 169

81 Osteocalcina atgagagccctcacactecte cgtagaagcgccgatagge 63 36 128

Osteonectina ctacatcgggccttgcaaata gggtgaccaggacgttcttg 62 30 101

Osteopontina ttgcttttgcctectaggea gtgaaaacttcggttgctgg 60 36 423

Osterix ggcacaaagaagccgtactc cactgggcagacagtcagaa 60 36 246

Rex 1 tgaaagcccacatcctaacy caagctatcctectgctttgg 60 35 559

Runx 2 ccgtggtectatgaccagtcttacce gtgtcatcatctgaaatgegectagg 60 35 146

Sox 2 gccgagtggaaacttttgte gttcatgtgcgegtaactgt 56 45 264

Sox 9 gaacgcacatcaagacggag tctegttgatttcgctgcte 60 35 630

Actina beta cctggagaagagctacgagctg ctccatgcccaggaaggaag 60 40 106

GAPDH gcaatgcctcctgcaccacca cggaggggccatccacagtct 60 40 135

é G QIF;EP)H) cggcctggacctcgttgaca tceectggcetcgaagagacce 60 40 138

= LPL taagaagtcaggctgaaactgggcga | caggaaaatccacttttgaaacacccc 61 40 135
E (Actina)

<D( Osteocalcina ctggccaggcaggtgegaag tggggctcccagcecattgat 63 40 128
©) (Actina)

g) O(Sé‘igggﬂ?a cgcatgcgggactggcteaa atcttcttcaccegcagcttetge 61 | 40 100

(C?XI?’)E) |2_|) ccgtggtcctatgaccagtcttacce gtgtcatcatctgaaatgcgectagg 60 40 146
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5. RT-PCR convencional.

Para la reaccion de polimerizacion se utilizé el kit Expand High Fidelity
(Roche, Mannheim, Alemania). Se utiliz6 como molde 1 pul de ADN complementario y

se afiadieron los siguientes reactivos:

1.- 1x de tampdn con MgCl,.

2.- 0,2 mM dNTPs (Takara, Shiga, Japon).
3.- 0,5 mM de cada cebador.

4.- 1,3 unidades de enzima.

5.- Agua bidestilada estéril hasta 25 pl.

La amplificacion de los ADN complementarios se realizé en un termociclador
GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, CA, USA). Se utilizo el siguiente
protocolo de amplificacion, donde varia la temperatura de hibridacion (Ta) que es

especifica para cada cebador y el nimero de ciclos:

Tabla 9. Protocolo de amplificacion para RT-PCR convencional.

1 Ciclo n Ciclos 1 Ciclo
94° C /0,5 min
Segmentos 95° C /5 min Ta° C /0,5 min 72° C /10 min
72°C /1,5 min

Los productos de PCR obtenidos se analizaron corriendo 12,5 pl de la reaccién
suplementado con tampdn de carga 1x (MO BIO, Carlsbad, CA, USA) en un gel de
agarosa (Seakem LE, Cambrex, Rockland, USA) al 2% con 0,5 pg/ml de bromuro de
etidio (Amresco, Slon, Ohio, USA) en tampon TBE 0,5x (Eppendorf, Hamburg,
Alemania). Los productos de PCR se visualizaron por exposicion a la luz ultravioleta en
un transiluminador GelDoc 2000 (BioRad, CA, USA) y las imagenes se obtuvieron
mediante el programa GelQuant (BioRad, CA, USA).
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6. RT-PCR atiempo real.

Para el analisis de la expresion génica por PCR a tiempo real se utilizé el kit
LightCycler FastStart DNA MasterPlus Syber Green | (Roche, Mannheim, Alemania).
Se utiliz6 como molde 1 pl de ADN complementario y se afiadieron los siguientes

reactivos:

1.- 0,5 uM de cada cebador.

2.- 20% de Master Mix (SyberGreen, polimerasa, dNTPs y tamp6n, proporcionado
por el fabricante del kit).

3.- Agua bidestilada estéril hasta 10 pl.

La amplificacion de los ADN complementarios se realizé en el termociclador
Light Cicler (Roche, Mannheim, Alemania). Se utilizé el siguiente protocolo de
amplificacion, donde varia la temperatura de hibridacion (Ta) que es especifica para

cada cebador:

Tabla 10. Protocolo de amplificacion para RT-PCR a tiempo real.

1 Ciclo 40 Ciclos 1 Ciclo
94°C/10s 95°C/0s
Segmentos 95°C /10 min Ta°C/7s 63°C/15s
72°C /125 95°C/0s

Los resultados se analizaron con el software Light Cycler 4.0 (Roche,
Mannheim, Alemania). Como “housekeeping” se utilizaron los genes de beta actina y
GAPDH, segln el gen a estudiar (Tabla 8). Se comprob6 que los productos de
amplificacion obtenidos eran especificos mediante la curva de fusion y se cuantifico la

-AACt
2

expresion relativa de los genes segun el método publicado por Livak y
Schmittgen en 2001, tras comprobar que las eficacias de amplificacion del gen a

estudiar y el “housekeeping” eran similares.
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I1l. TINCIONES CELULARES.

1.

Tincién con Alizarin Red S.

La tincién con rojo de alizarina se utilizd para evaluar los depdsitos minerales

ricos en calcio durante los procesos de osteogénesis en cultivos derivados de células

h_ASC. Ademés de poder detectar visualmente si se han dado procesos de

mineralizacion en el cultivo celular, se puede cuantificar mediante la extraccion del tinte

con &cido acético y la neutralizacién con hidréxido de amonio, seguido de una deteccion

colorimétrica a 405 nm. Para ello se utilizd el kit Osteogenesis Quantitation de

Chemicon (Millipore, Billerica, MA, USA) vy la lectura de la densidad Optica se realizd

en un lector de placas pQuant Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments,

Winooski, VT, USA), siguiendo las instrucciones siguientes:

9.-

10.-

Aspirar el medio de las placas, con cuidado de no levantar las células o los
depdsitos que pudiera haber sobre ellas.

Lavar una vez con PBS durante 2-3 min.

Fijar las células con solucion de formaldehido al 10% en PBS durante 15 min a
temperatura ambiente.

Eliminar suavemente el fijador y lavar con mucho cuidado con agua destilada.
Realizar 3 lavados de 10 min para eliminar bien todo el fijador.

Tefiir con 1 ml de la solucion de rojo de alizarina durante 20 min a temperatura
ambiente.

Eliminar la alizarina y lavar con agua destilada en agitacion muy suave.
Realizar 4 lavados de 10 min.

Después del ultimo lavado afadir agua destilada para evitar que las células se
sequen. Las placas estan ahora preparadas para proceder a su visualizacion y
obtencién de fotografias. Las células diferenciadas que contengan depdsitos
minerales se habran tefiido de rojo muy intenso.

Afadir 400 ul de acido acetico al 10% para extraer el tinte y proceder a su
cuantificacion. Dejar 30 min a temperatura ambiente en agitacion.

Raspar con cuidado las células para despegarlas de la placa y pasar todo el
volumen a un eppendorf de 1,5 ml.

Agitar con vortex fuerte durante 1 min.
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11.-
12.-
13.-
14.-
15.-

16.-
17.-

18.-

MATERIALES Y METODOS

Calentar a 85° C durante 10 min.

Incubar 5 min en hielo.

Centrifugar a 16.000xg durante 15 min.

Coger 400 ul del sobrenadante y pasarlos a un tubo nuevo.

Neutralizar afiadiendo 150 pl de hidroxido de amonio al 10%. Coger una
pequefa alicuota y medir pH (debe estar entre 4,1-4,5).

Coger 150 pl'y ponerlos en un pocillo de una placa de 96 pocillos.

Realizar una recta de calibrado con patrones de rojo de alizarina. Para ello
diluir la solucion de rojo de alizarina en tampon ARS 1x del kit a una
concentracion final de 2 mM vy realizar diluciones seriadas 1:2 hasta una
concentracion final de 15 pM.

Poner 150 ul de cada patron en la placa de 96 pocillos y medir la absorbancia a
405 nm. Extrapolar los datos de la muestra problema y obtener asi la

concentracion de alizarina.

Tincién con Oil Red O.

La tincion con oil red se utilizd para identificar los depositos de lipidos en

cultivos derivados de células h_ASC que aparecen durante el protocolo de adipogénesis.

Ademas de su deteccion visual, también se puede cuantificar extrayendo el tinte unido a

las vesiculas lipidicas y midiendo su densidad optica a 520 nm en un espectrofotometro.

Para ello se utilizo el kit Adipogénesis Assay de Chemicon (Millipore, Billerica, MA,

USA) vy la deteccion colorimétrica se realizd en un lector de placas pQuant Microplate

Spectrophotometer (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA), siguiendo los pasos

siguientes:
1.- Aspirar el medio con cuidado de no levantar las células.
2.- Lavar una vez con PBS durante 2-3 min.
3.- Fijar las células con solucion de paraformaldehido al 4% en PBS durante 30
min a temperatura ambiente.
4.- Eliminar el fijador y lavar con agua destilada, realizar 3 lavados de 10 min.
5.-  Tefir con 300 pl de oil red durante 50 min a temperatura ambiente.
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Eliminar la solucién de oil red y lavar con agua destilada, realizar 3 lavados de
10 min cada uno.

Después del ultimo lavado afiadir agua destilada para evitar que las células se
sequen. Observar al microscopio y fotografiar. Las células diferenciadas que
contengan vesiculas lipidicas se habran tefiido de rojo muy intenso.

Afiadir 200 pl de solucién de extraccion del kit para extraer el tinte de las
células y proceder a su cuantificacion.

Dejar en agitacién fuerte durante 20 min.

Transferir los 200 pl a una placa de 96 pocillos y medir la absorbancia a 520
nm.
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IV. INMUNOFLUORESCENCIA.

1.

Inmunofluorescencia de colageno tipo I.

La deteccion de colageno tipo | se realiz6 en celulas h_ASC diferenciadas

cultivadas sobre placas de poliestireno segun el siguiente protocolo:

1.-
2.-

9.-

Retirar el medio de cultivo y realizar 2 lavados de 2 min con PBS.

Fijar las células durante 10 min con metanol 100% (Baker, Deventer, Holanda)
frio a -20° C.

Realizar 3 lavados de 2 min con PBS en agitacion.

Permeabilizar las células durante 15 min con 0,1 % de triton en PBS en
agitacion.

Realizar 3 lavados de 5 min con PBS en agitacion.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 h con el anticuerpo primario para
colégeno tipo I (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) a una dilucion 1:1000
en PBS suplementado con 1% de BSA y 1% de suero de cabra (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemania).

Realizar 3 lavados de 5 min con PBS en agitacion.

Incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 min con el
anticuerpo secundario anti-lgG de ratén unido a Cy3 (Jackson, Bar Harbor,
Maine, USA) a una dilucion 1:500 suplementado con 1% de BSA y 1% de
suero de cabra.

Realizar 2 lavados de 10 min con PBS en agitacion y oscuridad.

10.- Incubar durante 2 min en oscuridad con 50 pg/ul de Hoestch 33258 (Sigma-

11.-
12.-

Aldrich, Steinheim, Alemania) en PBS.
Realizar 2 lavados de 2 min en oscuridad y cubrir las células con PBS.

Visualizar en el microscopio de fluorescencia (Olympus AX70, PA, USA).
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2. Inmunofluorescencia de marcadores neuronales.

La deteccidn de proteinas de linaje neuronal se realizd en los clones de células
h_ASC sembradas sobre cubres de vidrio tratados con gelatina 0,2% en PBS, segun el
protocolo de diferenciacion neuronal. Transcurridas 72 h desde el inicio de la
diferenciacion, se procedié segun el siguiente protocolo:

1.- Eliminar el medio y realizar 2 lavados de 5 min con PBS en agitacion suave.

2.- Fijar las células con PFA al 4% (Panreac, Barcelona, Espafia) durante 16 h a 4°
C 6 20 min a temperatura ambiente.

3.- Retirar el fijador y realizar 2 lavados de 5 min con PBS en agitacion.

4.- Permeabilizar con Triton al 0,05% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) en
PBS durante 6 ha 4° C.

5.- Realizar 2 lavados de 5 min con PBS en agitacion.

6.- Bloquear con 10% suero y 3 % de BSA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania)
en PBS durante 1 h a 4° C o toda la noche a 4° C.

7.- Realizar 3 lavados de 5 min con PBS en agitacion.

8.- Incubar 16 h a 4° C 6 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo primario,
diluido en PBS segun la tabla 11.

9.- Realizar 3 lavados de 5 min con PBS en agitacion.

10.- Incubar durante 30 min en oscuridad con el anticuerpo secundario, diluido en
PBS segun la tabla 12.

11.- Realizar 3 lavados de 5 min con PBS en oscuridad y agitacion.

12.- Incubar con 1mg/ml de Hoescht 33258 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania)
durante 3 min en oscuridad.

13.- Realizar 3 lavados de 5 min con PBS en oscuridad y agitacion.

14.- Montar sobre portaobjetos con el kit Vectashield (Vector, Burlingame, CA,

USA) para preservar la fluorescencia y guardar a -80° C hasta su visualizacion.
Las muestras se observaron en el microscopio de fluorescencia (Olympus

AXT70, PA, USA) v las imagenes se adquirieron con el software DP-SOFT 3.2
(Olympus, PA, USA).
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Tabla 11. Anticuerpos primarios utilizados.
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Anticuerpo Animal Dilucion de Casa
primario inmunizado trabajo comercial
GFAP Raton 1:200 Becton-Dickinson
NF-H Conejo 1:200 Sigma
NF-M Pollo 1:500 Stemcell
Tabla 12. Anticuerpos secundarios utilizados.
Anticuerpo , Dilucién de Casa
X Fluoréforo . :
secundario trabajo comercial
Anti 1g-G raton Cy3 1:1000 Jackson
Anti 1g-G conejo Cy3 1:1000 Becton-Dickinson
Anti 1g-Y pollo FITC 1:500 Abcam
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V. REGISTRO INTRACELULAR DE CALCIO.

Los registros de calcio se hicieron en los clones de células h_ASC después de
72 h en cultivo con medio de diferenciacion neuronal o con medio de cultivo
mesenquimal como control. Las células se cargaron con la sonda fluorescente sensible a
calcio Fura-2 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) durante 1 h a 37° C. Las imagenes
fueron obtenidas con el objetivo 60x de inmersién de un microscopio invertido de
epifluorescencia (Zeiss, Axiovert 200) cada 5 s con una camara digital Hamamatsu
C4742-95 (Hamamatsu Photonics, Barcelona, Espafia) usando un doble filtro de 340 y
380 nm (Sutter Instrument CO, CA, USA). Los datos fueron adquiridos con el software
ORCA de Hamamatsu. Los cambios de fluorescencia se expresaron como el ratio entre
la fluorescencia a 340 nm y 380 nm (F340/F380). EIl medio de perfusion contenia: 140
mM NacCl, 4,5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 20 mM Hepes, 2,5mM CaCl, y 3 mM glucosa, a
pH=7,4. Los estimulos fueron 50 mM KCI, 10% FBS (Biowhittacker, Cambrex
BioScience, Verviers, Bélgica), 10% BSA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) o

10% BSA libre de acidos grasos (Roche, Mannheim, Alemania).
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VI. SECRECION DE CITOCINAS.

Las citocinas secretadas por las poblaciones clonales de células h_ASC se
analizaron mediante sistemas CBA (Cytometric Bead Array) (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA), una técnica que combina el inmunoensayo y la citometria de flujo.
Estos sistemas emplean una serie de particulas con distinta intensidad de fluorescencia,
que a su vez van unidas a anticuerpos especificos para cada citocina a analizar,
representando una poblacidn concreta con una intensidad de fluorescencia determinada.
Este complejo anticuerpo-particula se puede unir a la citocina correspondiente presente
en la muestra, permitiendo asi detectar simultaneamente varias citocinas en muy poco
tiempo (comparado con un ELISA convencional). La citocina presente en la muestra,
que se une al complejo Ac-particula, es detectada por medio de un inmunoensayo
directo utilizando anticuerpos unidos a ficoeritrina (Ac-PE). Asi pues, el complejo tipo
sandwich formado por la muestra incubada con la mezcla de Ac-particula y Ac-PE, es
analizado mediante citometria de flujo permitiendo asi su deteccion y cuantificacion

(Esquema 6).
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Esquema 6. Sistema CBA con 6 particulas de distinta intensidad de fluorescencia para analizar
simultaneamente muiltiples analitos en una misma muestra por citometria de flujo.
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1. Cuantificacién de citocinas Th1l/Th2.

La deteccion y cuantificacion de citocinas secretadas por distintos clones de
células h_ASC, se realizo siguiendo las instrucciones del Kit Human Th1/Th2 Cytokine
(BD Biosciences, San Diego, CA, USA), el cual permite detectar simultaneamente hasta
seis citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y) mediante citometria de flujo. Para
ello las células se cultivaron en placas de 96 pocillos, sembrando 15.000 células por
pocillo. A continuacion se estimularon con 0,2 pg/ml y 1 pg/ml de LPS
(lipopolisacérido) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) y se recogieron los
sobrenadantes trascurridas 2, 4, 6, 24, 48 y 72 h. Los sobrenadantes después de ser
centrifugados, se congelaron a -20° C para su posteriormente analisis, segun el siguiente
protocolo:

A)_Preparacion de los patrones para la curva de calibracion:

1.- Abrir un vial de los patrones Th1/Th2 liofilizado y transferir su contenido a
un tubo de fondo conico de 15 ml. Rotular como tubo 1 (patrén
concentrado).

2.- Reconstituir con 2 ml de Assay Diluent y mantener 15 min a temperatura
ambiente, mezclando suavemente de vez en cuando.

3.- Preparar 9 tubos mas para hacer las diluciones afiadiendo 300 pl de Assay
Diluent en cada uno.

4.- Realizar diluciones seriadas 1:2 afiadiendo 300 ul del tubo 1 al tubo 2 y asi
sucesivamente hasta el tubo 9, dejando el ultimo tubo s6lo con Assay
Diluent para utilizarlo como control negativo (Esquema 7). Mezclar las

diluciones suavemente con la pipeta.

Aszay Dilvent 2 ml
+ patrones Th1/Th2

300 ul
Aszay Dilvent

PATRON
CONCENTRADD  1:2 1:4 1.8 16 1:32  1:64 1128 1:256 CONTROL NEGATIVO
CONCENTRACION: 5000 2500 1250 625 3125 156 80 40 20 0 pgmi

Esquema 7. Preparacion de los patrones de citocinas Th1/Th2 para la curva de calibracién.
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B)_Preparacion de las bolas de captura:

1.-

2.-

Calcular el nimero de tubos en total que se van a analizar en el
experimento, incluyendo los patrones (por ejemplo, si se analizan 12
muestras junto con los 10 patrones, el total de tubos sera de 22).

Agitar vigorosamente con vortex los 6 viales de bolas de captura del kit.
Preparar un tubo para la mezcla de las bolas de captura, afiadiendo 10 pl de
cada uno de los 6 tipos de bolas de captura por cada tubo que va a ser
analizado (por ejemplo, si se van a analizar un total de 22 tubos, se afiadiran
220 pl de cada uno de los 6 tipos).

Mezclar con vortex y centrifugar a 200xg 5 min.

Retirar con cuidado el sobrenadante y resuspender el precipitado con Serum
Enhancement Buffer (afiadir el mismo volumen que se ha retirado antes del
sobrenadante).

Mezclar con vortex y dejar incubar a temperatura ambiente durante 30 min

en oscuridad.

C)_Preparacion del ensayo:

1.-

En una placa de 96 pocillos, afiadir al pocillo correspondiente:

- 50 ul de la mezcla de bolas de captura.

- 50 ul del anticuerpo de deteccion marcado con PE.

- 50 ul de los patrones diluidos.

- 50 ul de las muestras problema.

Incubar 140 min a temperatura ambiente en oscuridad y agitacion suave.
Lavar afiadiendo 50 pl de Wash Buffer a los pocillos, mezclar y centrifugar
a 200xg durante 3 min.

Retirar el sobrenadante y volver a lavar afiadiendo 200 ul de Wash Buffer,
mezclar y centrifugar a 200xg durante 3 min.

Retirar el sobrenadante y afiadir 200 pl de Wash Buffer.

Pasar el contenido de cada pocillo a tubos de adquisicion para ser analizados

en el citometro de flujo.
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D) Calibracion especifica del citometro para CBA:
1.- Rotular 3 tubos como A, B y C. Afiadir:

- 50 pul de Cytometer Setup Beads a los 3 tubos.
- 50 pul de FITC Positive Control Detector al tubo B.
- 50 ul de PE Positive Control Detector al tubo C.
2.- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad.
3.- Afadir 450 pl de Wash Buffer al tubo A 'y 400 pl a los tubos By C.

4.- Leer en el citometro y calibrar como especifica el protocolo del kit.

Finalmente, todos los tubos preparados en el paso C son analizados en el
citometro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences, CA, USA) con el software
FacsComp.

2. Cuantificacion de citocinas inflamatorias.

La deteccion y cuantificacion de citocinas secretadas por distintos clones de
células h_ASC, se realizo siguiendo las instrucciones del Kit Human Inflammation (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA), el cual permite detectar simultdneamente hasta seis
citocinas (IL-8, IL-1p, IL-6, IL-10, TNF e IL-12) mediante citometria de flujo. Para ello
las células se cultivaron en placas de 96 pocillos, sembrando 15.000 células por pocillo.
Se dejaron 4 dias en cultivo y a continuacion se estimularon con 0,2 pg/ml de LPS y
con 24 ng/ml de PMA mas 1 pg/ml de lonomicina, todos de la casa Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemania). Los sobrenadantes se recogieron trascurridas 0, 2, 4, 6, 24, 48 y
72 h, se centrifugaron y congelaron a -20° C. Posteriormente se analizaron segun las

instrucciones del fabricante, siguiendo un protocolo similar al anterior:

A) Preparacion de los patrones para la curva de calibracion:

1.- Abrir un vial de los patrones liofilizados y transferir su contenido a un tubo
de fondo conico de 15 ml. Rotular como tubo 1 (patrén concentrado).
2.- Reconstituir con 2 ml de Assay Diluent y mantener 15 min a temperatura

ambiente, mezclando suavemente de vez en cuando.
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3.- Preparar 9 tubos mas para hacer las diluciones de los patrones afiadiendo
300 pl de Assay Diluent a cada uno.

4.- Realizar diluciones seriadas 1:2 afiadiendo 300 ul del tubo 1 al tubo 2 y asi
sucesivamente hasta el tubo 9, dejando el dltimo tubo s6lo con Assay
Diluent para utilizarlo como control negativo (Esquema 7). Mezclar las

diluciones suavemente con la pipeta.

B) Preparacion de las bolas de captura:

1.- Calcular el numero de tubos en total que se van a analizar en el
experimento, incluyendo los patrones (por ejemplo, si se analizan 12
muestras junto con los 10 patrones, el total de tubos sera de 22).

2.- Agitar vigorosamente con vortex los 6 viales de bolas de captura del kit.

3.- Preparar un tubo para la mezcla de las bolas de captura, afiadiendo 10 ul de
cada uno de los 6 tipos de bolas de captura por cada tubo que va a ser
analizado (por ejemplo, si se van a analizar un total de 22 tubos, se afadiran
220 pl de cada uno de los 6 tipos).

4.- Mezclar con vortex y centrifugar 200xg 5 min.

5.- Retirar con cuidado el sobrenadante y resuspender el precipitado en Serum
Enhancement Buffer (afiadir el mismo volumen que se ha retirado antes del
sobrenadante).

6.- Mezclar con vortex y dejar incubar a temperatura ambiente durante 30 min

en oscuridad.

C)_Preparacion del ensayo:

1.- En una placa de 96 pocillos, afiadir al pocillo correspondiente:
- 50 ul de la mezcla de bolas de captura.
- 50 ul de los patrones diluidos.
- 50 ul de las muestras problema.
2.- Incubar 60 min a temperatura ambiente en oscuridad y agitacion suave.
3.- Lavar afiadiendo 100ul de Wash Buffer a los pocillos, mezclar y centrifugar

a 200xg durante 5 min.
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4.- Retirar el sobrenadante y volver a lavar afiadiendo 200 ul de Wash Buffer,
mezclar y centrifugar a 200xg durante 5 min. Retirar el sobrenadante.

5.- Afadir 100 pl de Wash Buffer y 50 ul del anticuerpo de deteccion marcado
con PE.

6.- Incubar 60 min a temperatura ambiente en oscuridad y agitacion suave.

7.- Lavar anadiendo 50ul de Wash Buffer a los pocillos, mezclar y centrifugar a
200xg durante 5 min.

8.- Retirar el sobrenadante y volver a lavar afiadiendo 200 pl de Wash Buffer,
mezclar y centrifugar a 200xg durante 5 min.

9.- Retirar el sobrenadante, afiadir 200 ul de Wash Buffer y pasar el contenido
de cada pocillo a tubos de adquisicién para ser analizados en el citometro de

flujo.

D) _Calibracion especifica del citdmetro para CBA:
1.- Rotular 3 tubos como A, B y C. Afadir:

- 50 ul de Cytometer Setup Beads a los 3 tubos.
- 50 ul de FITC Positive Control Detector al tubo B.
- 50 ul de PE Positive Control Detector al tubo C.
2.- Incubar 30 min a temperatura ambiente en oscuridad.
3.- Afadir 450 pl de Wash Buffer al tubo Ay 400 ul a los tubos By C.

4.- Leer en el citdbmetro y calibrar como especifica el protocolo del Kit.

Finalmente, todos los tubos preparados en el paso C son analizados en el
citbmetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences, CA, USA) con el software

FacsComp.
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VII. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los datos han sido analizados por duplicado y representados como las
medias * la desviacion estandar. Se ha realizado también anélisis estadistico
comparativo mediante el test de t de Student, considerando significativas las diferencias
con p<0,05.
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1. AISLAMIENTO DE CELULAS MADRE DE TEJIDO ADIPOSO Y
SELECCION CLONAL.

Se han aislado poblaciones de células madre mesenquimales derivadas de
tejido adiposo subcutadneo obtenido mediante procedimientos de liposuccion de tres
donantes voluntarias (h_ASC 1, h_ASC 2 y h_ASC 3) de sexo femenino y de edades
comprendidas entre los 25 y 35 afios. Las poblaciones han sido aisladas segln el
protocolo descrito por Zuk y colaboradores en 2001, a través de una digestion
enzimatica con colagenasa, seguida de una centrifugacién y siembra del precipitado
celular obtenido. Durante los primeros dias de cultivo de estas poblaciones recién
aisladas, se realizaron varios lavados con PBS para ir eliminando las células que no
tenian capacidad de adhesién al plastico. Finalmente y tras varias tripsinizaciones, las
poblaciones adquirieron una apariencia mas uniforme, mostrando todas una morfologia
fusiforme tipica (Figura 1).

Figura 1. Imdgenes obtenidas por microscopia de contraste de fases de las distintas poblaciones de células madre
mesenquimales aisladas de tejido adiposo. Barra 200 um. Aumentos 4x.

Debido a que estas poblaciones son aisladas gracias a su capacidad de
adherencia al plastico, no se puede descartar la presencia de otros tipos celulares en
ellas, por lo que en estos cultivos es posible observar cierta heterogeneidad celular. Para
conseguir poblaciones celulares homogéneas y asegurar la reproducibilidad de los
experimentos posteriores, se obtuvieron poblaciones clonales derivadas de una Unica
célula. Del primer donante (poblacién h_ASC 1) se aislaron 8 clones procedentes de un
pase 6, denominados 1.7, 1.8, 1.10, 1.22, 1.29, 1.30, 1.31 y 1.32. Del tercer donante

(poblacion h_ASC 3) se aislaron 5 clones procedentes de un pase 2, denominados 3.5,
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3.10, 3.12, 3.15 y 3.21. Mientras que del segundo donante (h_ASC 2) no se consiguid

aislar ningln clon después de varios intentos.

Todos los clones aislados muestran una morfologia tipica mesenquimal (Figura
2) y pueden mantenerse en cultivo por largos periodos de tiempo. Mantuvieron
constantes sus tasas de crecimiento, tripsinizdndose cada 10-15 dias segun el clon y no
mostraron signos de senescencia, manteniendo constante su viabilidad durante los

sucesivos pases.

Figura 2. Imdgenes obtenidas por microscopia de contraste de fases de las poblaciones clonales de células madre
mesenquimales aisladas de tejido adiposo. Barra 200 um. Aumentos 4x.
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CARACTERIZACION GENICA DE POBLACIONES CLONALES DE
CELULAS MADRE DE TEJIDO ADIPOSO.

N

En primer lugar se procedié a estudiar la expresion génica por RT-PCR de
marcadores tipicos de pluripotencialidad o estado indiferenciado, utilizando como
control positivo células madre embrionarias humanas VAL7Y. Se observo que todos los
clones muestran expresion positiva para varios de los genes analizados (Figura 3),
siendo el clon 1.8 el que Unicamente expresa sefial para c-myc y sox2. Por ello, a priori,
se podria considerar este clon 1.8 como el que menos potencial tendria para diferenciar

a distintos linajes.

1.7 18 140 422 129 130 131 132 35 340 3142 3145 321 hESC
NANOG — — L I — - ——

OCT 3/4
cMYC
SOX2
REX 1
ABCG 2
ACTINA

Figura 3. Perfil de expresion génica de diferentes marcadores de pluripotencialidad por RT-PCR de los distintos
clones aislados y cultivados en condiciones normales para h_ASC, incluyendo células madre embrionarias
humanas (hESC) como control positivo.

Con la idea de verificar si estos patrones de expresion génica se corresponden
con la potencialidad de los diversos clones a diferenciar a distintos linajes, se procedio a
realizar diversas pruebas fenotipicas y funcionales, estudiando también los niveles de
expresion de genes caracteristicos de dichos linajes antes y después de inducir la

diferenciacion.
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3. ANALISIS DEL POTENCIAL DE DIFERENCIACION HACIA
DISTINTOS TIPOS CELULARES DE POBLACIONES CLONALES DE
CELULAS MADRE DE TEJIDO ADIPOSO.

Las células madre mesenquimales, ya sean de médula 6sea o de tejido adiposo,
se caracterizan por ser capaces de diferenciar a multitud de tipos celulares de diferente
linaje bajo las condiciones de cultivo adecuadas. Principalmente y debido a su origen
mesodérmico, estas células presentan una alta capacidad de diferenciacién hacia
osteocitos, adipocitos y condrocitos, estando muy bien definidos dichos protocolos de
cultivo. Puesto que las poblaciones de células madre de tejido adiposo inicialmente
aisladas son un cultivo heterogéneo donde podrian encontrarse células madre o
progenitores mas 0 menos comprometidos, es posible pensar que las poblaciones
clonales aisladas puedan diferir en su capacidad para diferenciar a distintos tipos
celulares, ya que podrian derivar de progenitores con distinto grado de potencialidad.

3.1. DIFERENCIACION OSTEOGENICA.

Antes de someter a los clones aislados a distintos procesos de diferenciacion, se
estudié su expresion génica por RT-PCR de marcadores tipicos de hueso y cartilago,
utilizando osteoblastos humanos como control positivo. Han sido caracterizados mas de
20 formas distintas de colageno, pero el colageno tipo | es el que constituye cerca del
90% del tejido 6seo. Todos los clones aislados presentan altos niveles de expresion de
coldgeno tipo I, mientras que de colageno tipo X, caracteristico de cartilago
hipertréfico, presentan mayor variabilidad en la expresién (Figura 4). Ademas han sido
estudiados otros genes caracteristicos de linaje osteogénico y condrogénico,
observandose también distintos patrones de expresidn en este estado basal (en
condiciones de cultivo normales). Comparado con el perfil de expresién que muestran
los osteoblastos humanos, parece que los clones con un perfil mas parecido y que en
teoria deberian mostrar mayor plasticidad para diferenciar a hueso son el 1.10, que
expresa todos los genes a excepcidn de BSP que no se detecta en ningln clon, y el 1.22,
aungue la sefial de colageno X es mas baja que la de los osteoblastos. Por el contrario,

los clones 1.7 y 1.8 poseen un perfil de expresion que difiere mucho méas al que
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presentan los osteoblastos humanos, sobre todo el 1.7 que muestra baja expresion en la
mayoria de los genes analizados.

P
~

18 140 1220 129 130 317 132 35 340 342 315 321 OST
COLAGENO|

COLAGENO X
OSTEOPONTINA
OSTEOCALCINA
OSTEONECTINA

OSTERIX
BMP 2

jos]
w
o

SOX9
RUNX 2

AGGRECAN
ACTINA

Figura 4. Perfil de expresion génica de diferentes marcadores de hueso y cartilago por RT-PCR de los distintos
clones aislados y cultivados en condiciones normales para h_ASC, incluyendo osteoblastos humanos (OST) como
control positivo.

Estos niveles de expresion han sido cuantificados por RT-PCR a tiempo real
para genes caracteristicos de linaje osteogénico como runx2, osteonectina, fosfatasa
alcalina y osteocalcina. Se ha observado que para osteocalcina todos los clones tienen
un nivel de expresion basal mucho mas bajo que los osteoblastos humanos, mientras
que para los otros tres genes son mucho mas variables dependiendo del clon (Figura 5).
Por lo tanto, no existe ningun clon que presente los mismos niveles de expresidn que los
osteoblastos humanos para estos cuatro genes analizados, por lo que esta comparacion
entre los distintos clones y los osteoblastos humanos no aporta informacién suficiente
para ser utilizada en la identificacion de aquellos clones con mayor potencial de

diferenciacion a este linaje.
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Figura 5. Andlisis de la expresién relativa de runx2, osteonectina, fosfatasa alcalina (ALP) y osteocalcina
cuantificada por RT-PCR a tiempo real de los clones aislados y cultivados en condiciones normales para h_ASC.
Datos representados como la media * desviacién estandar (n=2). Significacién estadistica realizada mediante el test
t de Student, comparando cada clon con los osteoblastos humanos: *p<0,01; **p<0,05.
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La capacidad de diferenciacion osteogénica se analizd en todos los clones por
duplicado y utilizando siempre pases inferiores al 12. Las células se sembraron en
placas de cultivo de 60 mm @ y la diferenciacion se inicié una vez alcanzado el 100%
de confluencia, manteniendo siempre una placa como control con medio de cultivo
mesenguimal sin suplementar con dexametasona, acido ascorbico y B-glicerofosfato. La
induccidén se finalizé a los 25 dias, con cambios regulares de medio cada 3-4 dias.
Durante la diferenciacion se observaron cambios fenotipicos en ciertos clones una vez
pasadas 2 semanas desde su inicio. EI cambio mas significativo fue la aparicion de
calvas o0 huecos en muchas de las monocapas, resultado del crecimiento y
reagrupamiento de las células en pequefios agregados, formando unas lagunas
caracteristicas, como se observa por ejemplo en el clon 1.7 (Figura 6). Por el contrario,
algunos clones permanecian sin grandes cambios, presentando una monocapa celular sin
alteraciones, como muestra por ejemplo el clon 1.10.

~

CONTROL OSTEOGENICO

1.7

{ )
1.10 CONTROL OSTEOGENICO

7 dias

S———

14 dias |

14 dias

Figura 6. Imdgenes obtenidas por miscroscopia de contraste de fases de los clones 1.7 y 1.10 cultivados durante
los dias indicados en medio control y medio osteogénico. Los asteriscos muestran las lagunas sin células que se
forman durante la diferenciacién osteogénica. Aumentos 4x. Barra 200 um.
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Estas diferencias fenotipicas observadas, se reflejaron también en el patron de
disposicidn del colageno tipo I. A pesar de ser expresado en todos los clones de forma
robusta, su disposicién en el cultivo es muy diferente segln el clon forme estructuras
lacunares o0 no. Mediante técnicas de inmunofluorescencia se pudo observar, ya a las 2
semanas de diferenciacién, como el colageno se dispone formando unas fibras paralelas
alrededor de estas estructuras lacunares, mientras que en los clones que no se forman
estas estructuras la disposicién de colageno es mas dispersa y aleatoria por todo el
cultivo (Figura 7). En ambos casos, la expresion de colageno tipo | sigue aumentando
durante todo el periodo de diferenciacion, pero manteniendo dicha distribucion inicial.

CONTROL HOESCHT COLAGENO )
1.7

14 dias
J
(" CONTROL HOESCHT COLAGENO A

1.10

14 dias

\. y,

Figura 7. Imagen de los patrones de disposicion de coldgeno en los clones 1.7 y
1.10. A la derecha en rojo imdgenes de inmunofluorescencia de coldgeno tipo I, en
el centro en azul tincién de los niucleos con Hoescht y a la izquierda imdgenes de
contraste de fases. Aumentos 40x. Barra 200 um.
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Una vez finalizada la induccién osteogénica en todos los clones, se analizo
mediante tincion con alizarina los depositos de fosfato de calcio formados durante los
procesos de mineralizacion, originados como resultado de una diferenciacion positiva.
Como se muestra en la Figura 8, sélo 3 clones de los 13 estudiados no diferencian hacia

linaje osteogénico (1.10, 1.30 y 3.10), ya que son negativos para la tincion con alizarina.

umoles ALIZARINA )

17 1.8 110 1.22 129 1.30 1.31 132 3.5 3.10 312 3.15 3.21 |

s

Figura 8. A) Fotografia de las placas de cultivo de los clones cultivados durante 25 dias en condiciones de cultivo
control (placa superior) y en presencia de medio osteogénico (placa inferior) después de teiiir con alizarina.
B) Grdfica de la cuantificacién por colorimetria de la tincion de alizarina una vez finalizada la diferenciacion

osteogénica. Los datos se representan como la media + desviacion estdndar (n=2).
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En més detalle, como se observa en la Figura 9, los clones que son positivos a
alizarina suelen formar numerosas y grandes lagunas cuando se induce la diferenciacion
osteogenica, excepto los clones 1.29 y 1.31 que forman menos lagunas y méas pequerias.
A pesar de ello, podemos decir que la formacion de estas estructuras durante la
diferenciacion osteogénica en poblaciones de h_ASC es un signo indicativo de una
diferenciacion positiva hacia este linaje.

Figura 9. Imdgenes obtenidas por microscopia de contraste de fases de los clones cultivados durante 25 dias en
condiciones de cultivo control (izquierda del clon) y en presencia de medio osteogénico (derecha del clon) después
de realizar la tincion con alizarina. Barra 200 um. Aumentos 4x.

En ocasiones también podemos encontrar pequefios nddulos de mineralizacién
en las placas control, como por ejemplo en los clones 1.8, 1.30, 1.32 y 3.12. Este hecho
es consecuencia del mantenimiento de las células durante todo el proceso de
diferenciacion (25 dias) en la misma placa de cultivo sin tripsinizar, que unido al
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aumento en la expresion genica de ciertos marcadores osteogénicos durante este periodo
(Figura 10), podria conducir en ciertos cultivos a una acumulacion de depésitos

minerales en estas condiciones control.

CONTROL L7 OSTEOGENICO CONTROL OSTEOGENICO
d2z d7 di4 d25 d2 d7 di4 d25 d2 d7 di4d25 d2 d7 di4 d25
: COLAGENO |
""" OSTEOCALCINA i
I OSTEOPONTINA Bl i
B X osTErRx NS

w

RUNX 2

LT AN XL ] T

Figura 10. Expresion génica por RT-PCR de diferentes genes osteogénicos para los clones 1.7 y 1.10 cultivados en
condiciones control y en presencia de medio osteogénico durante los dias indicados.

Analizando en mas detalle la variacion de la expresion génica durante los 25 dias
de diferenciacion, tanto en condiciones control como con medio osteogénico, existen
leves diferencias para los genes analizados entre clones que si diferencian como el 1.7 y
los que no lo hacen como el 1.10. La diferencia méas relevante la observamos en el gen
de osteopontina que se expresa tempranamente en el clon 1.10 y se mantiene en
condiciones control durante los 25 dias. Sin embargo, durante la induccion osteogénica
la expresion se ve reducida a partir de la primera semana de diferenciacion. Por el
contrario, el clon 1.7 inicialmente presenta niveles bajos de expresion y gradualmente
va aumentando, tanto en condiciones control como con medio osteogénico. Para osterix,
otro de los genes estudiados, parece que en el clon 1.7 su expresién aumenta a partir de
las dos semanas de cultivo, tanto en condiciones control como en medio osteogeénico.
Sin embargo, la expresion en el clon 1.10 parece no seguir este mismo patron. La
expresion de runx2 para los dos clones y en ambas condiciones se ve incrementada
después de las 2 semanas de induccion. Finalmente, no se observan diferencias
apreciables entre los dos clones y en las distintas condiciones para los genes colageno
tipo | y osteocalcina, aungue todas estas conclusiones deberian asegurarse mediante RT-

PCR a tiempo real.
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Puesto que los analisis por RT-PCR convencional aparentemente no arrojan
ningun resultado concluyente, se llevaron a cabo estudios de cuantificacion de la
expresion genica por RT-PCR a tiempo real, comparando los niveles de expresion en
condiciones de cultivo basales (antes de iniciar la diferenciacion) y una vez concluida la
diferenciacion osteogénica (Figura 11), con la finalidad de encontrar alguna diferencia
caracteristica que permita establecer los clones con méas potencialidad a diferenciar

hacia linaje osteogénico en base a los cambios en su perfil génico.

Analizando en detalle la Figura 11 y teniendo en cuenta que los clones que no
diferencian hacia linaje osteogénico son el 1.10, 1.30 y 3.10, observamos que para el
gen runx2 todos los clones aumentan su expresion después de los 25 dias de
diferenciacion. Sin embargo, para el gen osteonectina hay clones que tienen una
expresion superior antes de iniciar su diferenciacién, como por ejemplo el clon 3.10 que
no diferencia, pero por el contrario, el clon 1.10 que tampoco diferencia tiene una
expresion basal inferior y aumenta considerablemente transcurrido el periodo de
induccion. Por lo que aunque estos clones fenotipicamente se comportan igual cuando
se induce la diferenciacion, a nivel de expresidn génica son considerablemente distintos.
Algo similar podemos observar en el caso de osteocalcina, donde hay clones que
aumentan su expresion durante la induccion osteogenica (1.8 por ejemplo) y otros
donde disminuye (como el 1.22). En cuanto a los clones que no diferencian, mientras el
clon 1.10 disminuye su expresion, el 1.30 y 3.10 la mantienen mas o menos igual.
Finalmente, para el gen de fosfatasa alcalina podemos observar que la mayoria de los
clones aumentan su expresion despuées de inducir la diferenciacién (como el 1.22 y

1.30) o la mantienen igual (1.7 y 3.10 por ejemplo).
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Figura 11. Andlisis de la expresion relativa de runx2, osteocalcina, osteonectina y fosfatasa alcalina (ALP)
cuantificada por RT-PCR a tiempo real de los clones cultivados en condiciones control (azul) y una vez finalizada la
diferenciacién osteogénica (verde). Datos representados como la media * desviacion estdandar (n=2). Significacion

estadistica realizada mediante el test t de Student, comparando en cada clon los niveles basales con los
diferenciados: *p<0,01; **p<0,05.
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Sabiendo ahora cuales son los clones que no diferencian (1.10, 1.30 y 3.10) y
retomando la figura 5, donde se cuantifica la expresion basal por RT-PCR a tiempo real
de estos mismos genes, es dificil poder establecer alguna relacion entre niveles de
expresion génica y potencial de diferenciacion hacia linaje osteogénico. Por ejemplo,
podemos observar como el clon 1.8 con niveles altos de expresion para runx2 y
osteonectina si diferencia, mientras el clon 3.10 que también posee niveles altos de
expresion para estos genes no diferencia. De igual forma, el clon 1.7 y el 1.10 que al
diferenciar se comportan de forma completamente distinta, presentan niveles similares
de expresion para estos dos genes. En cuanto a fosfatasa alcalina, estos tres clones
negativos a alizarina presentan niveles minimos de expresion, pero los clones 1.31, 3.12

y 3.21 también tienen estos niveles y son positivos a dicha tincion.

Similares conclusiones se pueden tomar revisando las Figuras 3 y 4. Asi pues,
el clon 1.8 que expresa pocos marcadores de pluripotencialidad resulta que diferencia
positivamente y el clon 1.10, que tiene un perfil de expresion génica similar a los

osteoblastos humanos, no diferencia hacia este linaje.

3.2. DIFERENCIACION ADIPOGENICA.

La capacidad de diferenciacion adipogénica se analizé en todos los clones por
duplicado y utilizando siempre pases inferiores al 12. Las células se sembraron en
placas de cultivo de 24 pocillos (25.000 cel/poc), manteniendo siempre un pocillo como
control con medio de cultivo mesenquimal sin suplementar con IBMX, indometacina,
dexametasona e insulina. La diferenciacion se finalizo a los 21 dias, con cambios
regulares de medio cada 2-3 dias. Durante este periodo se produjeron cambios
fenotipicos en ciertos clones una vez transcurridos 10 dias desde el inicio de la
diferenciacion, observandose la aparicidén de pequefias vacuolas lipidicas en el interior
celular que iban aumentando hasta el final de dicho proceso, mientras que los controles
no mostraban ningun cambio fenotipico. Una vez finalizada la induccién adipogénica se
analizé la acumulacion lipidica mediante tincion con oil red O y se cuantificd por

espectrofotometria (Figura 12). Se observo que los clones 1.7 y 1.22 acumulaban gran
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cantidad de vesiculas lipidicas en el interior celular, otros clones mostraban una
cantidad moderada como en el caso de los clones 1.8, 1.29, 1.30, 1.31 y 1.32, mientras

que el resto de los clones practicamente no presentaban vesiculas en el interior de sus

células.

OD 520nm

1.7 1.8 1.101.221.29 1.30 1.31 1.32 3.5 3.103.123.153.21

Figura 12. Imdgenes obtenidas por microscopia de contraste de fases de los clones cultivados durante 21 dias en
medio adipogénico y tefiidos después con oil red O. Barra 200 um. Aumentos 20x. Esquina inferior derecha,
cuantificacion por espectrofotometria de la tincién de oil red O. Los datos se representan como la media *
desviacién estdndar (n=2).
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A continuacion se procedié a analizar mediante RT-PCR a tiempo real la
expresion del gen lipoproteina lipasa (LPL) en todos los clones una vez finalizada la
diferenciacion adipogénica. Se observd que los clones con mayor expresion para este
gen caracteristico de tejido adiposo son el 1.22 y 1.29 (Figural3), seguido de los clones
1.7, 1.8 y 1.31, mientras que el resto presentaban muy baja expresion. Los controles no
mostraron expresion para dicho gen, como era de esperar ya que no se observo ningun
cambio fenotipico. En este caso existe una mayor correlacion entre los niveles de
expresion génica y la cuantificacion de vesiculas lipidicas mediante espectrofotometria,
aungue existen algunas excepciones, por ejemplo el clon 1.7 muestra un nivel de LPL
similar al 1.8 pero acumula mayor cantidad de lipidos en sus células. De la misma
forma, el clon 1.30 y 1.32 casi no muestran expresion de LPL pero si se tifien

moderadamente con oil red O.
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Figura 13. Andlisis de la expresion relativa del gen Lipoproteina lipasa mediante RT-PCR a tiempo real una vez
finalizada la induccién adipogénica. Datos representados como la media + desviacion estdndar (n=2).

Cabe destacar que de los tres clones que no diferencian a linaje osteogénico, dos
tampoco lo hacen a linaje adipogénico (1.10 y 3.10). Ademas, ninguno de los clones

obtenidos del tercer donante es capaz de diferenciar a este tipo celular.
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3.3. DIFERENCIACION NEURONAL.

La capacidad de diferenciacion neuronal se analiz6 en todos los clones por
duplicado y utilizando siempre pases inferiores al 15. Las células se sembraron en
placas de cultivo de 6 pocillos (10.000 células/pocillo), manteniendo siempre un pocillo
como control con medio de cultivo mesenquimal. Las células se dejaron crecer hasta
alcanzar una confluencia ligeramente inferior al 50%, siguiendo las indicaciones del
protocolo de diferenciacion del kit AndvanceSTEM de Thermo Scientific (Hyclone,
Logan, UT, USA). A las 24 h de iniciar la diferenciacidbn comenzaron a observarse
cambios fenotipicos, siendo el maximo a las 72 h, momento en el cual se dio por
finalizado el ensayo. Mientras que en los pocillos control las células no mostraban
ningin cambio, con el medio neuronal todos los clones mostraron cambios
morfoldgicos. Dichas modificaciones consistieron en la aparicion de prolongaciones
citoplasmaticas que proporcionaban a las células un aspecto mas estrellado (Figura 14),

completamente diferente a la morfologia de los controles (Figura 2).

Figura 14. Imdgenes obtenidas mediante microscopia de contraste de fases de todos los clones después de ser
cultivados 72 h con medio de diferenciacion neuronal. Barra 200 um. Aumentos 4x.
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Trascurridas las 72 h de induccion, se procedié a analizar por RT-PCR
convencional la expresidén de marcadores tipicos neuronales (Figura 15), como el gen de
la enolasa 2 o enolasa neuroespecifica (ENS), neurofilamento intermedio (NF-M) vy
neurofilamento pesado (NF-H), utilizando como control positivo una linea celular de
neuroblastoma humano (Nb). Se observé que en condiciones control existen ciertos
clones que expresan ya estos marcadores, como el clon 3.12 que expresa los tres genes,
el clon 3.21 que presenta sefial para ENS y NF-M o los clones 1.10, 3.5 y 3.10 que
expresan NF-H. Con el medio de cultivo neuronal se observo que en todos los clones se
inducia el gen ENS y NF-M (excepto para el clon 3.15), mientras que NF-H no se

expresa en muchos de los clones.

1.7 18 110122 129 130 1.31 132 35 310 312 315 321 Nb

NF-H P NEURONAL

i

CONTROL
NEUROMAL

ACTINA

Figura 15. Expresion génica por RT-PCR de los clones para marcadores neuronales después de 72 h en cultivo con
medio de diferenciacion neuronal y con medio de cultivo mesenquimal como control.

Continuando con la caracterizacion, se procedi6 a analizar por
inmunofluorescencia la  presencia de neurofilamento intermedio  (NF-M),
neurofilamento pesado (NF-H) y proteina fibrilar acida de la glia (GFAP). Se analizaron
varios clones trascurridas 72 h de diferenciacion neuronal y las imagenes obtenidas se
compararon con sus respectivos controles sin diferenciar. Se observd que no existian
diferencias entre las células sin diferenciar y las diferenciadas, ya que en ambas
condiciones el marcaje es positivo para NF-M y NF-H, mientras que GFAP presentaba

una sefial muy débil, como muestra por ejemplo el clon 1.10 (Figura 16).
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Figura 16. Inmunofluorescencia del clon 1.10 después de 72h en cultivo con medio de diferenciacion neuronal y
con medio de cultivo mesenquimal como control. Aumentos 40x (NF-M) y 20x (NF-H y GFAP). Barra 200um.

Estos resultados sugieren que aunque las células con medio de diferenciacion
neuronal adquieran una morfologia alargada y con prolongaciones citoplasmaticas
similares a las de neuronas, la induccion hacia este tipo celular no parece ser definitiva.
Prueba de ello es que las células diferenciadas siguen manteniendo la expresion de
marcadores osteogénicos (Figura 17) transcurridas 72 h de induccion. Asi, se puede
observar que aunque suelen perder la expresion de runx2, la mayoria de los clones

siguen manteniendo la expresion de colageno tipo I, osteopontina y aggrecan.
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Figura 17. Expresion génica por RT-PCR de varios clones representativos para marcadores osteogénicos después
de 72 h en cultivo con medio de diferenciacion neuronal y con medio de cultivo mesenquimal como control.
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Por ultimo, para obtener mas informacion sobre el estado de diferenciacion de
estas celulas se realizé un ensayo funcional. Para ello se analizo la respuesta intracelular
de calcio frente a distintos factores o estimulos extracelulares en varias poblaciones
clonales seleccionadas y representativas (1.7, 1.10, 3.5 y 3.10), tras 72 h en cultivo con
medio de diferenciacién neuronal o con medio de cultivo mesenquimal como control.
En ambos casos las células respondieron a FBS y también a BSA, pero no a
concentraciones despolarizantes de KCI, como muestra por ejemplo el clon 3.10 (Figura
18).
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Figura 18. Respuesta de calcio intracelular en poblaciones clonales de h_ASC cultivadas tras 72 h con medio de
diferenciacion neuronal o con medio de cultivo mesenquimal como control. Cada linea de color representa el
registro de una célula individual. En ambas condiciones de cultivo, la respuesta es positiva para FBS y BSA, pero
no para KCI.

Estudios anteriores muestran que respuestas similares a Ca*? han sido descritas
en cultivos de astrocitos aislados de crias de ratas de 1 a 3 dias (Nadal y col., 1995;
Nadal y col., 1997), observandose una inhibicion completa de la respuesta a BSA
cuando es eliminada la fraccidn lipidica de la albiumina. Para probar esta posibilidad se
analiz6 de nuevo la respuesta de Ca*? frente a BSA libre de &cidos grasos,
observandose dicha inhibicion de la respuesta a BSA en ambos casos, en células

diferenciadas y sin diferenciar, como muestra por ejemplo el clon 3.10 (Figura 19).
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Figura 19. Respuesta de calcio intracelular en poblaciones clonales de h_ASC cultivadas tras 72 h con medio de
diferenciacion neuronal o con medio de cultivo mesenquimal como control. Cada linea de color representa el
registro de una célula individual. En ambas condiciones de cultivo la respuesta al BSA es inhibida tras la adicion
de BSA libre de dcidos grasos (FFA-BSA).

Estos resultados sugieren que la respuesta al BSA libre de acidos grasos no es
tan especifica de linajes neuroectodérmicos y que las poblaciones clonales de h_ ASC
cultivadas con este medio de diferenciacion neuronal no son muy distintas
funcionalmente a las células sin diferenciar. Atendiendo a la respuesta intracelular de
Ca*? se pueden observar pequefias diferencias entre las células control y las
diferenciadas cuando son estimuladas con FBS y BSA. Los registros de algunas células
frente a dichos estimulos son en forma de meseta, como se observa en la Figura 18 en
las células diferenciadas estimuladas con FBS y en la Figura 19 la célula control (linea
roja) y la diferenciada (linea azul) estimuladas con BSA. Este tipo de registros podria
indicar una diferente capacidad de respuesta de estas células frente a dicho estimulo,
pero sin llegar a ser indicativo de su grado de diferenciacion, ya que este tipo de

respuestas no es exclusivo de células neuronales.
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4. CUANTIFICACION DE CITOCINAS SECRETADAS POR
POBLACIONES CLONALES DE h_ASC.

Con la finalidad de estudiar el potencial de las células madre de tejido adiposo
en terapia celular en base a su capacidad de modular la respuesta inmunitaria e
inflamatoria, se realizaron varios ensayos de secrecién de citocinas sobre cinco de las
poblaciones clonales mas representativas. Las poblaciones fueron seleccionadas en base
a su capacidad de diferenciacion hacia linaje osteogénico y adipogénico. Asi pues, por
su alta capacidad de diferenciacion hacia ambos linajes se seleccionaron los clones 1.7 y
1.22, por el contrario, los clones 1.10 y 3.10 fueron seleccionados por no ser capaces de
diferenciar, mientras que el clon 3.5 se seleccion6 por diferenciar hacia linaje
osteogenico pero no hacia el adipogénico. Las citocinas secretadas por estas poblaciones
se detectaron mediante sistemas CBA en los sobrenadantes de las células cultivadas
bajo distintos estimulos (PMA y LPS), ya que la expresion de citocinas puede ser
inducida por factores exdgenos como los citados (Gimble y col., 1989). El efecto de
estos factores se compard con las células sin estimular y a distintos tiempos, desde el

momento inicial hasta las 72 h de induccién.

En un primer experimento se utilizo como estimulo LPS a distintas
concentraciones para establecer la mas efectiva. Para ello las células fueron sembradas
en placas de 96 pocillos y estimuladas en ese mismo momento con concentraciones de
LPS de 0,2 pg/ml y 1 pg/ml. Los sobrenadantes se recogieron a las 2, 4, 6, 24, 48y 72 h
y se congelaron a -20 °C para su posterior analisis. Las citocinas analizadas fueron: IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y. Los resultados mostraron en todos los clones una
secrecion espontanea y post-estimulacion de IL-6 en cantidades altas, como presenta por
ejemplo el clon 3.5 (Figura 20-A), aungue era un poco mayor tras la estimulacién con
0,2 pg/ml de LPS (Figura 20-B). También se observo en todos los clones un aumento en
la secrecion de IL-6 desde las 2 hasta las 24 h en en ambas condiciones, como muestran
por ejemplo el clon 1.10 y 1.7 (Figura 20-C). Sin embargo, existen diferencias entre los
distintos clones en cuanto a la cantidad que secretan, siendo el clon 1.10 el que menor
cantidad secreta (Tabla 13). Ademas, sdlo el clon 1.10 secreta también TNF-a en
cantidades apreciables (Figura 20-D), apareciendo con un maximo a las 6 h y solamente

en presencia del estimulo, siendo mayor a la concentracion de 0,2 pg/ml de LPS. Por lo
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tanto, 0,2 y no 1 pg/ml parece ser la concentracion optima de LPS para estimular con

mayor efectividad la produccidn de citocinas en las células h_ASC.
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Figura 20. Andlisis de citocinas Th1/Th2 por citometria de flujo, las nubes de puntos corresponden a IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, TNF-a e IFN-y, en orden descendente. A) IL-6 es secretada en concentraciones elevadas tanto en condiciones
control como con LPS. B) El efecto en la secrecién de IL-6 es mayor con 0,2 ug/ml de LPS que con 1 ug/ml. C) Los
distintos clones secretan cantidades diferentes de IL-6, la cual incrementa con el tiempo desde las 2 hasta las 24h.
D) El clon 1.10 secreta también TNF-a cuando es estimulado, siendo mayor la cantidad secretada transcurridas 6 h
desde la induccion y con 0,2 ug/ml de LPS.

También se detectd en todos los clones secrecién leve de IL-2 (Tabla 13) y de
IL-10 en algunas condiciones. Solo se detecto en el clon 1.22 secrecion leve de IFN-y a
las 2 h de ser estimulado con 0,2 pg/ml de LPS (1,3 pg/ml) y a las 24 h de ser
estimulado con 1 pg/ml (1,4 pg/ml). Solamente en el clon 3.5 se detectd secrecion de

IL-4 a las 6 h de ser estimulado con 1 pg/ml de LPS (1,5 pg/ml).
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Tabla 13. Cuantificacion de citocinas Th1/Th2 secretadas por los distintos clones de h_ASC estimulados con LPS a distinta
concentracion en el momento de su siembra y sin estimular (control).

LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS

Sl 0,2ug/ml| 1pg/ml S 0,2ug/ml | 1ug/mi Control 0,2ug/ml| 1pg/mli Control 0,2pg/ml {1ug/ml
2 h | 4897,9/ >5000 | >5000] <O 1,5 <0 1,6 1,8 1,5 <0 1,7 <0
6h - >5000 | >5000 - <0 <0 - 15 1,6 - <0 <0

24 h| >5000| >5000 | >5000] <0 <0 <0 1,4 1,6 1,6 <0 <0 <0
2 h]1433,9/3802,9|1342,2] 1,4 | 88 1,4 1,6 15 1,6 <0 <0 <0

6h - |>5000| >5000| - 13,7 | 95 - 1,7 1,8 - 1,7 <0

24 h| >5000( >5000 | >5000| <O 3,7 3,6 15 18 18 <0 1,5 <0
2 h ] >5000{ >5000 | >5000] <O 1,7 2 1,8 19 13 <0 <0 1,5

6h - |>5000| >5000| - 1,7 1,5 - 1,8 1,5 - <0 <0

24 h| >5000( >5000 | >5000| <O <0 2,2 1,8 1,6 1,7 1,5 <0 1,7
2 h ] >5000| >5000 | >5000] <0 1,5 <0 1,7 18 2 1,5 2 <0

6 h - |>5000| >5000| - <0 1,8 - 1,9 2,2 - <0 2,1

24 h| >5000{>5000 [ >5000] <0 | <0 | <0 | 1,9 | 1,7 | 16 | <0 | <0 | <o
2 h|>5000]>5000 >5000| <0 | <0 | <0 | 16 | 1,6 | 16 | <0 | <0 | <0

6 h - |>5000| >5000| - 1,5 <0 - 1,8 1,9 - <0 1,5

24 h| >5000( >5000 | >5000| <O <0 <0 1,7 1,6 1,7 <0 1,6 <0

En un segundo experimento se utilizé como estimulo LPS o PMA y se analiz
la produccion de otras citocinas. Ademas las células una vez tripsinizadas se dejaron
unos dias en cultivo antes de ser estimuladas, a diferencia del ensayo anterior donde las
celulas se estimularon en el mismo momento de ser sembradas. Para ello las células
fueron sembradas en placas de 96 pocillos y estimuladas después de 4 dias con 0,2
pg/ml de LPS o 25 ng/ml de PMA maés ionomicina. Los sobrenadantes se recogieron a
las 0, 2, 4, 6, 24, 48 y 72 h y se congelaron a -20 °C para su posterior analisis. Las
citocinas analizadas fueron: IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a e IL-12. Los resultados
observados fueron similares a los anteriores, todos los clones mostraban secrecion
espontanea y post-estimulacion de IL-6 e IL-8 en cantidades elevadas y de IL-1B en
cantidades mas bajas (Figura 21). Ademas no parecian existir grandes diferencias entre
los dos estimulos, como muestra por ejemplo el clon 3.10 (Figura 21-A). También se
observé que existian diferencias en cuanto a las cantidades secretadas por los distintos
clones (Tabla 14), siendo el clon 1.7 el que menor cantidad de IL-1p secretaba (Figura
21-B).
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Figura 21. Andlisis de citocinas por citometria de flujo, las nubes de puntos corresponden a IL-8, IL-18, IL-6, IL-
10, TNF-a e IL-12, en orden descendente. A) IL-8, IL-18 e IL-6 es secretada por todos los clones tanto en
condiciones control como con ambos estimulos. B) Los distintos clones secretan cantidades diferentes de las 3
citocinas, siendo siempre menor la IL-18 y el clon 1.7 el que menor cantidad secreta.

Tabla 14. Cuantificacién de citocinas secretadas por distintos clones de h_ASC estimulados con 0,2 pg/ml de LPS o con
25 ng/ml de PMA+ionomicina después de 4 dias desde su siembra y sin estimular (control a tiempo O).

LPS \PMA] LPS | PMA | LPS | PMA | LPS | PMA] LPS | PMA
2h 2,6 1,7 | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 1 <0 1,1 <0
6h 4 | 1,2 | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <0 | <0 | <0 | 1,3
24h | 3,7 | 2,3 | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <0 | <0 | 1,1 | 1.1
48 h 4.4 6,4 | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <O 1,1 1,1 1,1

Control 2 >5000 >5000 <0 1
2h 53 | 13,2 | 5000 | >5000 | >5000 | >5000 ] 1,3 | 13 | <0 | 11
6 h 8,9 | 10,1 | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <O 1,2 <0 1
24h | 36 | 5 | >5000] >5000 | >5000 | >s000 | 14 | 35 | 1,1 | 1.1
48 h 6 15 | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | 3,4 | 57 | <0 <0

Control 15,9 >5000 >5000 1,2 11

2h 13,8 | 6,4 | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | 2,2 | 2,6 1 <0
6h 9,6 | 17,6 ] >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <O <0 1 1

24h | 7,7 [ 11,1 >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <0 | <0 | 1,1 | <O

48 h 13 | 29,4 ] >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | 1,1 <0 1 <0

Control 42,1 >5000 >5000 1,7 1,1
2h - - | >5000 | >5000 [ >5000 | >5000 | - | 15 | 2 -
| 6h |9152| - | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <0 | 1.8 | <0 -
24h [2543] - | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <0 - <0 -
48 h - - | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | - - - -
Control 12,12 >5000 >5000 <0 15

2h 36 | 19,2 ] >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | 1,5 | <0 1 1
6h | 23,4199/ >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <0 | <0 | 1,1 | <o
24 h | 29,7 | 42,9 ] >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | 1,1 | <O 1 1
48h | 34,5 | 91,6 | >5000 | >5000 | >5000 | >5000 | <0 1 1 <0
Control 66,3 >5000 >5000 1,9 <0
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Al igual que en el experimento anterior, el clon 1.10 expresa también TNF-o
ademas de las otras 3 citocinas, aunque en menor cantidad y s6lo cuando es estimulado
(Figura 22-A). En este caso, el efecto del PMA a las 48 h parece ser mayor que con
LPS. Ademas, también se detect6 secrecion de TNF-a por el clon 1.22 en presencia de

ambos estimulos, aunque solo aparecia a las 2 h'y en menor cantidad (Figura 22-B).
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Figura 22. Andlisis de citocinas por citometria de flujo, las nubes de puntos corresponden a IL-8, IL-18, IL-6, IL-
10, TNF-a e IL-12, en orden descendente. A) El clon 1.10 secreta ademds TNF-a cuando es estimulado, siendo
mayor la cantidad secretada con PMA a las 48 h. B) El clon 1.22 también secreta TNF-a, aunque solo es detectado
en poca cantidad y a las 2 h de ser estimulado.

También se detectd en todos los clones secrecion débil de IL-10 (Tablal4).
S6lo en dos clones se detectd secrecion baja de IL-12 e IFN-y en los controles sin
estimular (clon 1.7: 11,5 pg/ml IL-12 y 14,3 pg/ml IFN-y; clon 1.22: 9,96 pg/ml IL-12 y
2,53 pg/ml IFN-vy). Solamente se detectd en el clon 3.5 secrecion leve de IL-4 (23,5
pg/ml) a las 24 h post-estimulacion.

105



DISCUSION

106



DISCUSION

1. LA SELECCION CLONAL EN CELULAS MADRE DE TEJIDO
ADIPOSO PERMITE OBTENER POBLACIONES CON DISTINTA
PLASTICIDAD.

Debido a la simple metodologia utilizada para el aislamiento de células madre
mesenquimales, ya sean de médula 6sea o de tejido adiposo, los cultivos de estas
poblaciones recién aisladas suelen ser relativamente heterogéneos. Esta variabilidad ha
podido ser observada también a nivel clonal, obteniéndose poblaciones derivadas de una
Unica célula con distinta capacidad de crecimiento y diferente potencial de
diferenciacion (Guilak y col., 2006; Mareddy y col., 2007). Los clones aislados en el
presente estudio presentan ligeras diferencias en morfologia y tasa de proliferacion.
Aunque no ha sido cuantificado, se ha observado por ejemplo que el clon 1.8 presenta
una tasa de crecimiento mas lenta que el resto (tarda de 5 a 7 dias mas en alcanzar el 90-
100% de confluencia) o por ejemplo el clon 3.10 y 3.21 estan formados por células de
menor tamafio que las del resto de los clones. Sin embargo, la heterogeneidad mas
relevante se encuentra en la distinta plasticidad a la hora de diferenciar a diversos linajes
(Tabla 13), existiendo clones con alta capacidad de diferenciacion como el 1.7, 1.8 y
1.22, otros con nula capacidad de diferenciacién hacia linajes mesodérmicos como el
1.10, 1.30 y 3.10, y otros que pueden diferenciar a linaje osteogénico pero no

adipogenico como el 1.32 y 3.5, entre otros.

Tabla 15. Capacidad de diferenciacion hacia distintos linajes de clones aislados de h_ASC.
(+ si diferencia; - no diferencia)

Osteogénico | + | + - + |+ - + |+ |+ - + |+ |+

Adipogénico| + | + - + | + - + - - - - - -

Neurogénico| + | + |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ |+
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Se sabe que las células madre mesenquimales son poblaciones heterogéneas de
celulas con distinta capacidad de diferenciacion y, con el fin de identificar genes y
proteinas implicados en la proliferacion y diferenciacion de estas células, se han
realizado varios estudios de expresién genica (Song y col., 2006; Mareddy y col., 2010).
Sin embargo, siguen sin esclarecerse los mecanismos moleculares que regulan la
proliferacién y el mantenimiento del estado indiferenciado, el inicio de los procesos de
diferenciacion o las moléculas capaces de identificar las distintas subpoblaciones
funcionales en estas células. En otros tipos de células madre son bastante conocidas las
bases moleculares que regulan la proliferacion y pluripotencialidad, como en el caso de
las ESC, donde gracias a la activacién de un sistema de comunicacion intracelular
regulado por distintas sefiales, pueden mantener in vitro su pluripotencialidad y su
estado indiferenciado. Se conocen varios tipos de moléculas implicadas en este sistema
de comunicacion, por ejemplo factores externos como el factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF), la proteina Wnt, el factor LIF, las BMP o el TGFp, pero
también factores de transcripcion intracelulares como Oct-4, Sox-2 y Nanog (Boiani y
Scholer, 2005), pueden participar en estas cascadas de sefializacion intracelulares. En
los dltimos afios, también se han descrito algunas de estas vias de sefalizacion que
regulan la proliferacion y/o la diferenciacion celular en las ASC, como Wnt y FGF-2
(Cho y col., 2006; Zaragosi y col., 2006). Ademas, también se ha propuesto que la
expresion factores de transcripcién como Oct-4, Sox-2, Nanog y Rex-1, desempefien un
papel similar en células madre adultas. Sin embargo, existe cierta variabilidad y
controversia en los distintos trabajos publicados en cuanto a la expresion de estos genes
en células madre mesenquimales (Pierantozzi y col., 2010). Varios trabajos han descrito
en células madre mesenquimales aisladas de distintos tejidos la expresion de Oct-4 y
Sox-2 mediante RT-PCR (Riekstina y col.,, 2009; Roche y col., 2007), pero sin
confirmar su presencia a nivel de proteina, aspecto importante a tener en cuenta, ya que
estos genes poseen pseudogenes (0 ARNSs de interferencia) que pueden dar lugar a

falsos positivos en estudios a nivel de ARNm.

En este trabajo se ha analizado por RT-PCR la expresion de varios genes
marcadores del estado indiferenciado y de pluripotencialidad. Todos los clones expresan
varios de estos genes, pero no se ha podido establecer ninguna correlacion entre
expresion génica y pluripotencialidad, ya que clones como el 1.10 y 3.10 que no

diferencian hacia linaje mesodérmico presentan expresion para todos los genes
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analizados. Puede ser que la expresion de estos marcadores en células madre adultas sea
consecuencia de una adaptacion a las condiciones de cultivo in vitro y esté mas
reladionada con la capacidad de autorrenovacion y proliferacion de las células que con
el potencial de diferenciacion. Con la finalidad de identificar poblaciones con mayor
potencial de diferenciacion hemos iniciado estudios epigenéticos, esperando que
podamos establecer algun tipo de correlacion entre los perfiles de metilacién del ADN y
la distinta plasticidad observada en los clones aislados.
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2. POBLACIONES CLONALES DE h ASC POSEEN DIFERENTES
POTENCIALES DE DIFERENCIACION HACIA  LINAJE
OSTEOGENICO.

Las células madre de tejido adiposo tienen el potencial de diferenciar hacia
distintos linajes, entre ellos el osteogénico. Sin embargo, debido a la heterogeneidad
presente en este tipo de poblaciones celulares, es importante profundizar mas en el
estudio y posterior analisis de estos procesos de diferenciacién. Esto conduciria a
determinar las condiciones 6ptimas para lograr con mayor éxito la regeneracion ésea,

mejorando al mismo tiempo las aplicaciones en la ingenieria de tejidos.

El presente estudio ha demostrado inicialmente que, debido probablemente al
alto nivel de expresion basal en varios de los genes caracteristicos de linaje osteogénico,
el analisis por RT-PCR convencional puede no ser la mejor forma de analizar y
establecer las condiciones Optimas para inducir la diferenciacion osteogénica. De igual
forma, el andlisis por RT-PCR a tiempo real, tampoco proporciona una herramienta Gtil
para establecer alguna relacion entre niveles de expresion génica y potencial de
diferenciacion hacia linaje osteogénico. Sin embargo, los resultados de este trabajo
sugieren que el estudio de la diferenciacion osteogénica en h_ASC debe ser evaluado
basdndose tanto en el analisis de caracteristicas fenotipicas como en pruebas
funcionales. Por consiguiente, la observacion de la disposicion paralela de las fibras de
coldgeno junto con la formacién de depositos de calcio durante los procesos de
mineralizacion, conduciria al establecimiento no solo de las condiciones dptimas para la
diferenciacion, sino también de las poblaciones celulares con mayor potencial hacia

dicho linaje.

Los resultados de este trabajo muestran como los distintos clones aislados de
células madre de tejido adiposo pueden presentar diferentes potenciales de
diferenciacion, ademéas este hecho se repite en poblaciones celulares aisladas de
distintos donantes. Por ejemplo, los clones 1.7 y 1.10, obtenidos del primer donante, a
pesar de presentar niveles de expresion génica similares para runx2, no tienen la misma
capacidad de diferenciacién. Lo mismo sucede con los clones 3.10 y 3.12 del tercer
donante. Sin embargo, una caracteristica interesante que ha quedado claramente

establecida es la morfologia que presentan estos clones durante su cultivo. Los clones
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con alta capacidad de mineralizacion, como el 1.7 y 3.12, forman unas lagunas o calvas
que van incrementando en tamafio a lo largo del cultivo. Al mismo tiempo, estos clones
muestran una disposicion paralela de las fibras de colageno bien definida alrededor de
estas lagunas. Por el contrario, los clones con practicamente nula mineralizacion, como

el 1.10 y 3.10, no presentan estas caracteristicas fenotipicas.

Este estudio comparativo demuestra por tanto, la existencia de clones con la
capacidad de originar precursores osteogénicos con diferentes propiedades funcionales.
La presencia de dos tipos distintos de osteoprogenitores mesenquimales con diferentes
patrones de expresion de colageno ha sido descrita anteriormente (Shapiro, 2008), unos
presentes en el hueso laminar y con una orientacién polarizada del colageno, y otros
con una disposicion aleatoria que corresponden al tejido 0seo. Interesantemente, los
clones estudiados pueden correlacionarse con estos dos tipos de osteoprogenitores en
cuanto a colageno se refiere. En este sentido, es importante indicar que todos los clones
presentan niveles similares de expresion de colageno tipo 1, lo que sugiere, como se ha
descrito en anteriores trabajos, que diferentes condiciones o procesos deben regular la
mineralizacion, no solo la estructura del colageno (Landis y col., 1993). Ademas
también puede ser importante la presencia de otros componentes adicionales en la

mineralizacion, como diversos proteoglicanos (Mochida y col., 2009).

Por lo tanto, estos resultados muestran que los clones aislados no solo
presentan distintos potenciales de diferenciacion osteogénica y diferente capacidad de
regeneracion Osea, sino que ademas distintos precursores mesenquimales pueden ser
aislados in vitro con la finalidad de mejorar la reparacion Osea. Sin embargo, esta
correlacién entre diferenciacion dsea in vitro y regeneracion ésea in vivo debe ser mejor
estudiada. En este sentido, varios estudios con células mesenquimales de médula dsea
evidencian la presencia de colonias o poblaciones altamente purificadas con diferente
potencial en la formacion ésea in vivo (Kutnetsov y col., 1997; Gronthos y col., 2003).
Estos estudios muestran que solo la mitad de las poblaciones clonales,
aproximadamente, tienen la capacidad de formar hueso in vivo cuando son
transplantadas. Segun estos datos, es probable que los clones aislados en este trabajo

también presenten distinta capacidad para la regeneracién dsea in vivo.
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Para mejorar el uso de h_ASC en terapia celular, los resultados de este trabajo
sugieren la seleccion clonal y el andlisis funcional como mejores herramientas. Debido
a los resultados poco definitorios mostrados cuando la expresion de marcadores
osteogénicos es utilizada para estudiar la diferenciacion osteogénica in vitro, nuevos
estudios deben ser llevados a cabo con la intencion de identificar marcadores

moleculares en estas células relacionados con una mayor capacidad multipotente.
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3. CLONES AISLADOS DE CELULAS MADRE DE TEJIDO ADIPOSO
PRESENTAN DISTINTA CAPACIDAD DE DIFERENCIACION A
LINAJE ADIPOGENICO.

Como en el caso anterior, las células madre de tejido adiposo tienen el
potencial de diferenciar hacia linaje adipogénico. De la misma forma, el estudio en
profundidad de estos procesos de diferenciacion conduciria a mejorar y acelerar el
desarrollo de aplicaciones clinicas. En este sentido, estas células pueden tener un papel
importante en la reconstruccién de tejidos blandos. Por ejemplo, en el area de la cirugia
plastica reconstructiva, donde se ven afectadas grandes zonas de tejido blando, ya sea
debido a un trauma o por una reseccién quirtrgica (por ejemplo una mastectomia), estan
siendo cada vez mas utilizadas como complemento y con la finalidad de corregir
defectos después de este tipo de cirugias, mejorando los contornos, disimulando
cicatrices 0 aumentando el volumen de la zona intervenida. Sin embargo, la
reconstruccion de grandes areas unicamente con trasplantes de grasa autélogos, conlleva
ciertos problemas relacionados con la angiogénesis y el mantenimiento a largo plazo del
volumen injertado. Diversos trabajos han mostrado como el tratamiento con estas
células mejora la situacion y ayuda a reparar los tejidos dafiados en zonas que cicatrizan
mal debido a una mala vascularizacion como en ulceras, fistulas, enfermedad de Crohn
0 infartos de miocardio (Garcia-Olmo y col., 2008; Schuldt y col., 2008). Por este
motivo, la purificacion y seleccion clonal de h_ASC puede mejorar este tipo de injertos
favoreciendo la adipogénesis y angiogénesis, ademas de poder combinarse con distintos

biomateriales como hidrogeles (Stosich y col., 2007).

En este trabajo se muestra no solo la existencia de clones de h_ASC con
distinto potencial de diferenciacion hacia linaje adipogénico, sino que este potencial
puede depender del donante. Los resultados revelan que los clones derivados del tercer
donante tienen una limitada capacidad de diferenciacion frente a los del primer donante,
donde se observa una gran variabilidad en la formacion de vesiculas lipidicas. Estudios
previos han demostrado como la edad del donante puede ser un factor determinante,
disminuyendo la capacidad de diferenciacion adipogénica conforme aumenta la edad,
siendo mucho mas significativo a partir de los 40 afios (Hauner y col., 1989). Por otro

lado, es necesario la realizacion de nuevos estudios con la finalidad de correlacionar el
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distinto potencial de diferenciacion adipogenica in vitro de los diversos clones con la
capacidad de regeneracion del tejido adiposo in vivo.

En la actualidad todavia no se conocen los factores responsables de la
sefializacion in vivo de las células madre multipotentes hacia linaje adipogénico. Se sabe
que los glucocorticoides, IGF-1 (factor de crecimiento insulinico-1) y compuestos que
incrementan el nivel de AMPc (adenosin monofosfato ciclico) juegan un papel
importante (Otto y Lane, 2005). De hecho, los medios de induccién para adipogénesis

estan habitualmente suplementados con estos factores.

En cuanto a los mecanismos moleculares que regulan la ruta de diferenciacion
adipogenica in vitro se sabe que es importante la expresion de ciertos genes o proteinas
implicados en la biosintesis y almacenamiento de lipidos, como por ejemplo: 1)
incremento de la actividad GPDH (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa), enzima
implicada en la sintesis de triglicéridos; 2) aumento de la expresion de LPL
(lipoproteina lipasa), enzima implicada en la hidrolisis de triglicéridos; 3) induccion de
la expresion de PPARy (receptor gamma activado por proliferadores peroxisomales),
factor de transcripcion implicado en el compromiso a preadipocitos; y 4) aumento de
aP2 (proteina de adipocitos 2), proteina citosélica transportadora de lipidos, implicada
en la acumulacién de lipidos en los adipocitos maduros. La expresion de estos genes en
células h_ASC inducidas hacia linaje adipogénico es similar a la que presenta la linea
celular de preadipocitos de raton 3T3. Sin embargo, los tiempos de expresion difieren a
los que presentan los precursores adipogénicos, por ejemplo aP2 que se restringe a la
fase tardia del desarrollo de adipocitos es detectado tempranamente en h_ASC vy antes
que PPARy (Zuk y col., 2002). Estas alteraciones en la secuencia génica durante los
procesos de diferenciacion implican que la simple deteccion por RT-PCR de unos u
otros marcadores génicos no debe ser suficiente para asegurar que las células se han
diferenciado o no con éxito, siempre deben de llevarse a cabo pruebas funcionales. En
este trabajo se ha cuantificado la expresion de LPL en los clones diferenciados hacia
linaje adipogénico, mostrando como clones que presentan una expresién muy baja de
LPL (1.30 y 1.32) se pueden tefiir moderadamente con Oil Red, y clones con similar
nivel de expresion de LPL (1.7 y 1.8) pueden presentar distinta capacidad de
acumulacion de lipidos. Esto indica que no existe una correlacion exacta entre nivel de

expresion génica de LPL y capacidad de tincidén con Oil Red.
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4. CLONES DE h_ASC ADQUIREN MORFOLOGIA NEURONAL AL
SER INDUCIDOS HACIA LINAJE NEUROGENICO.

Recientemente se ha descrito que las células madre mesenquimales de médula
Osea tienen la capacidad de diferenciar hacia linaje neuroectodérmico y adquirir
fenotipos neuronales (Woodbury y col., 2000; Sanchez-Ramos y col., 2000). Las
células madre derivadas de tejido adiposo también tienen la capacidad de diferenciar a
células neuronales usando protocolos similares a los utilizados por Woodbury y
Sanchez-Ramos (Zuk y col., 2002; Guilak y col., 2006). Estos estudios abren la
posibilidad de utilizar este tipo de células para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, suponiendo una nueva estrategia en la regeneracion del tejido

nervioso dafiado.

Sin embargo, en los ultimos afios se ha puesto en duda la capacidad de
diferenciacion de las BMSC en células neuronales y por consiguiente también se discute
esta plasticidad en las células madre de tejido adiposo (Kompisch y col., 2010). La
induccion del fenotipo neuronal en este tipo de células se suele llevar a cabo a través de
la adicién a los medios de cultivo de distintos compuestos quimicos como [3-
mercaptoetanol (BME), dimetilsulfoxido (DMSO) o hidroxibutilanisol (BHA), aungue
también se han utilizado acido retindico y cocteles de citocinas (Sanchez-Ramos y col.,
2000; Kim y col., 2002) o agentes que elevan los niveles intracelulares de AMPc (Deng
y col.,, 2001). En todos los casos, las células son capaces de adquirir fenotipos

neuronales, con prolongaciones citoplasmaticas y morfologias estrelladas o piramidales.

Varios estudios revelan que estos cambios morfolégicos no son consecuencia
del crecimiento de neuritas, sino que se deben a una retraccion celular y rapida rotura
del citoesqueleto de actina causada por la toxicidad celular de los compuestos utilizados
para dicha diferenciacién (Lu y col., 2004; Neuhuber y col., 2004). Es mas, estos
trabajos también discuten los cambios en la expresion génica y en las
inmunocitogquimicas presentados por Woodbury y demas autores como prueba de la
induccion y diferenciacion neuronal. La expresion de distintos marcadores neuronales
como ENS, NeuN, NF-M o nestina por ejemplo, pueden ser también detectados en
poblaciones indiferenciadas de BMSC. Lo mismo sucede con las inmunocitoquimicas,

en las que el incremento de marcaje observado en las células diferenciadas puede
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deberse al incremento en antigeno por unidad de area y no por un incremento en la
concentracion de proteina. Finalmente, Lu y Neuhuber, concluyen que estos cambios
observados no son resultado de una verdadera diferenciacion neuronal, sino méas bien,

respuestas celulares al estrés quimico al que estan sometidas las células.

Trabajos similares han sido realizados con células madre de tejido adiposo,
dando lugar a conclusiones parecidas a las anteriores, detectdndose expresion de
marcadores neuronales tanto en células diferenciadas como en indiferenciadas (Safford
y col., 2002; Zuk y col., 2002; Guilak y col., 2006). Sin embargo, no se ha observado en
ningn caso, ya sea a nivel génico o de proteina, marcadores caracteristicos de células
neuronales maduras, como MAP-2, TAU, GFAP, sinapsina o galactocerebrosido, por

ejemplo.

La idea importante que se puede extraer de estos trabajos es que para demostrar
una verdadera diferenciacion neuronal no sirve con observar la aparicion de morfologias
neuronales, ni la expresion de genes marcadores de linaje neuronal. Es absolutamente
necesario demostrar la funcionalidad de estas células a traves, por ejemplo, de pruebas
electrofisiolégicas que indiquen una funcion sinaptica en las células diferenciadas, pero
pocos estudios han realizado este tipo de ensayos. Ashjian y colaboradores en 2003
realizaron experimentos de patch clamp y determinaron que las células diferenciadas no
eran capaces de despolarizarse y polarizarse, mostrando que no podian funcionar como
neuronas maduras. Pero sin embargo, indicaron la presencia de canales de K"
dependientes de voltaje (canales ionicos que aparecen temprano en el desarrollo
neuronal), aunque no queda claro si es verdaderamente un efecto inducido, ya que no se
menciona nada sobre los registros en las células control. En este sentido, otro trabajo de
Safford y colaboradores en 2004, indico la presencia de canales de calcio dependientes
de voltaje (detectaron la presencia de la subunidad a-1), pero sin la realizacion de
pruebas electrofisiologicas. Por tanto, alin queda por determinar si esta diferenciacion
neuronal podria, en todo caso, conducir a la obtencion de células neuronales inmaduras

o0 precursores de este linaje.

Los resultados presentados en este trabajo apoyan las conclusiones obtenidas
por Lu y Neuhuber, ya que se ha detectado, tanto por RT-PCR como por

inmunofluorescencia, la expresion de marcadores neuronales en células diferenciadas e
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indeferenciadas, siendo algo mayor en las diferenciadas, al igual que observaba
Woodbury. Ademas, las células adquieren rapidamente la morfologia neuronal cuando
son inducidas, pero si el medio de induccion se vuelve a cambiar por medio de cultivo
mesenquimal una vez finalizada la diferenciacion, las células con fenotipo neuronal
vuelven a recuperar su morfologia normal a las pocas horas. Este hecho apoya la idea de
que esta apariencia estrellada y piramidal puede ser fruto de la toxicidad a los
compuestos utilizados. En este trabajo se ha utilizado como medio de diferenciacion
uno comercializado por la casa Hyclone (varias casas comerciales tienen medios de este
tipo), pero debido al recelo de las empresas por revelar la composicién de sus medios se
desconoce qué supuestos factores inductores de la diferenciacion estan presentes.
Dentro de la informacién que proporcionan las casas comerciales para validar su
protocolo, muestran inmunocitoquimicas para marcadores neuronales en las células
diferenciadas, pero no presentan datos sobre los controles. En cualquier caso, estos
medios comerciales parecen funcionar de la misma forma que los utilizados en los

distintos trabajos anteriormente citados.

En este estudio se han realizado también pruebas funcionales para intentar
obtener mas informacion sobre el estado de diferenciacion y la funcionalidad de dichas
células. Los canales ionicos son muy importantes en las células excitables, como las
neuronas, ya que les permiten responder a distintos estimulos y sefiales extracelulares
pudiendo transmitir esta informacion a través de la propagacion de potenciales de
accion por medio de canales de Na* y K dependientes de voltaje. Ademas, esta
despolarizacién del potencial de membrana puede activar canales de Ca*? dependientes
de voltaje, los cuales juegan un papel importante en el control de la excitabilidad y en
procesos celulares que dependen del Ca*?, como la liberacion de neurotransmisores. En
los ensayos realizados se ha observado que, tanto las células diferenciadas como las
indiferenciadas, presentan similares respuestas intracelulares de calcio cuando son
estimuladas con distintos factores. En ningun caso las células son capaces de responder
a concentraciones despolarizantes de KCI (clasico estimulo despolarizante en células
excitables). Por lo tanto, al igual que observd Ashjian, estas células no son
electrofisiolégicamente funcionales y la simple existencia de estos canales de Ca*? y/o
K" dependientes de voltaje no proporciona ninguna prueba relevante sobre el estado de
diferenciacion de las mismas, ya que estos canales no son exclusivos de células

neuronales.
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Aunque la diferenciacion in vitro hacia linaje neuroectodérmico sea discutida,
existen trabajos in vivo muy interesantes tanto con células madre de médula 6sea como
de tejido adiposo. Estos trabajos muestran que las células ASC cuando son
intracranealmente transplantadas en animales con dafios neurales, pueden migrar a las
zonas dafiadas del cerebro y producir una mejoria en el animal (Kang y col., 2003).
Otros trabajos que merecen especial interés son los llevados a cabo por el grupo del Dr.
Vaquero del hospital Puerta del Hierro, en los que han sido capaces de recuperar
lesiones medulares en ratones y cerdos mediante la administracion de BMSC (Zurita y
Vaquero, 2006; Zurita y col., 2008). Este grupo comenzara en breve un ensayo clinico
con 12 pacientes con lesiones medulares. Aunque en estos trabajos no se muestren
evidencias de una diferenciacion neuronal, queda patente la existencia de una mejora
funcional en el tejido dafiado, posiblemente debida a la liberacion de diversos factores y

citocinas por las células transplantadas.
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5. CLONES DE h_ASC PRESENTAN HETEROGENEIDAD EN LA
SECRECION DE CITOCINAS.

Las células madre mesenquimales ademas de poseer la habilidad de diferenciar
hacia diferentes linajes celulares, también tienen la capacidad de producir gran variedad
de factores de crecimiento y citocinas (Haynesworth y col., 1996), los cuales pueden
tener efectos autocrinos y paracrinos. Estos factores secretados por las MSC podrian
actuar en la reparacion de tejidos dafiados modulando la respuesta inmune, inhibiendo la
fibrosis y apoptosis, incrementando la angiogénesis o estimulando la mitosis y
diferenciacion. Las caracteristicas inmunobioldgicas Unicas que poseen las MSC, les
confieren un gran potencial en aplicaciones clinicas, jugando un papel importante como
inmunomoduladores, reduciendo la inflamacion y alterando tanto la respuesta inmune
innata como la adaptativa. Concretamente, las MSC pueden alterar el perfil de secrecion
de citocinas de las células dendriticas (DC), de las células T nativas y efectoras (Thl y
Th2) y de las células asesinas naturales (NK), induciendo un fenotipo mas anti-
inflamatorio o tolerante. A pesar de ser bien conocidos estos efectos
inmunomoduladores, los mecanismos de accion todavia no estan muy claros, pero
parece que es necesaria la produccion de distintos factores solubles y el contacto directo
célula-célula (English y col., 2009). Aunque existen discrepancias en los distintos
trabajos en cuanto a los factores solubles que producen las MSC y sobre la necesidad
del contacto celular, éstas pueden deberse a las distintas condiciones experimentales o al

distinto origen de las células.

Se sabe que la produccion de ciertos factores solubles por parte de las MSC
puede modular la actividad de las células del sistema inmune, por ejemplo la produccion
de IL-6 juega un papel importante en la retencion del estado inmaduro de las DC
(Djouad y col., 2007), lo que conduce indirectamente a la supresion de la actividad de
las células T. Las MSC también pueden inhibir directamente la proliferacion de células
T através de la produccion de ciertos factores como IFN-y, IL-10, IL-12 y TNF-a (Tse
y col., 2003; Klyushnenkova y col., 2005). Pero también pueden ejercer este efecto
inmunomodulador por mediacion de otras células, por ejemplo a través de la interaccién
con monocitos de la sangre, los cuales hacen que las MSC activen la secrecion de

diversas moléculas inhibiendo la activacion de los linfocitos T (Groh y col., 2005). Esta
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comunicacion entre monocitos y MSC parece ser independiente del contacto celular y

puede estar mediada por factores como IL-1p.

En este trabajo se ha analizado la secrecion de distintas citocinas en cinco de
los clones aislados, tres de ellos procedentes de un donante (1.7, 1.10 y 1.22) y los otros
dos de otro donante (3.5 y 3.10). Los resultados muestran que existe cierta
heterogeneidad en su secrecion en cuanto a la naturaleza de las citocinas, a la cantidad
que secretan y a la respuesta frente a estimulos (LPS y PMA). Por tanto, este estudio
revela la existencia de subpoblaciones con distinto perfil de secrecion de citocinas
dentro de una misma poblacion celular. Este es un aspecto importante y novedoso que
hay que tener en cuenta para posibles aplicaciones clinicas, ya que la seleccion clonal
podria proporcionar poblaciones celulares con distinta capacidad inmunomoduladora y
anti-inflamatoria. Aunque para confirmar esta idea deben llevarse a cabo nuevos
trabajos analizando en mayor profundidad esta posible variabilidad en la capacidad
inmunomoduladora. Con esta finalidad, se han iniciado nuevos ensayos en los que se
cultivaran estos 5 clones junto con distintas poblaciones leucocitarias. Dichos cocultivos
serviran para analizar si estos clones ejercen efectos distintos en cuanto a la capacidad
de activacion, proliferacion y secrecion de citocinas en las distintas poblaciones de

linfocitos.

Ademas de los efectos directos sobre células del sistema inmune anteriormente
descritos, parece que las MSC también tienen un efecto paracrino sobre otras células del
organismo, protegiéndolas de la respuesta inmune. Recientemente se ha especulado
sobre la implicacién de las ASC en cancer (Razmkhah y col., 2011). Parece que las
ASC procedentes de tejidos con cancer de mama secretan IL-4, 1L-10, IL-8 y TGF-p1,
entre otros factores, protegiendo a las células cancerosas de la respuesta inmune,
promoviendo una respuesta anti-inflamatoria y favoreciendo el crecimiento del tumor.
Sin embargo, deben llevarse a cabo nuevas investigaciones para verificar si la supresion
de la respuesta inmune inducida por las ASC es o no independiente de la presencia de

células tumorales.

Aunque los mecanismos implicados en la proteccion de distintos tejidos frente
a la respuesta inmune no son totalmente conocidos, las MSC estan siendo utilizadas en

gran variedad de estudios in vivo para el tratamiento de enfermedades autoinmunes,
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como la enfermedad de injerto contra huésped (Le Blanc y col., 2004; Yanez y col.,
2006), artritis reumatoide (Augello y col., 2007), encefalomielitis autoinmune (Zappia y
col., 2005) o diabetes (Lee y col., 2006). Debido a la experiencia que nuestro grupo
posee en el campo de la diabetes, una vez hayan concluido los experimentos con
cocultivos y a la luz de los resultados que obtengamos, se realizardn ensayos en
modelos animales de diabetes con distintos clones para evaluar si existen diferencias in
vivo en su potencial inmunomodulador y anti-inflamatorio. En este sentido, se sabe que
la reduccion de la activacion de células T de memoria, junto con el aumento de la
proporcién de células T reguladoras, es importante para la supervicencia de islotes
transplantados en ratén (Xia y col., 2010). Por estos motivos pensamos que las ASC, a
través de la modulacion de las células T, podrian tener un papel importante en la terapia

contra la diabetes.

La diabetes tipo 1 suele estar causada por la destruccion autoinmune, de las
células B pancreaticas (mediada por linfocitos T), mientras que en la diabetes tipo 2 se
dan procesos inflamatorios que afectan a la secrecion de insulina por parte de las células
B. Por estos motivos pensamos que las MSC pueden tener un gran potencial en la
terapia celular contra la diabetes, actuando a través de varios mecanismos, como por
ejemplo: 1) modulando las respuesta inmune directamente a través de la secrecion de
distintas citocinas y controlando asi la células T autoreactivas, 2) indirectamente
regulando la funcion de las células dendriticas, 3) ejerciendo un efecto anti-
inflamatorio, a través de la secrecion de distintos factores solubles, protegiendo los
tejidos dafiados, y 4) por su capacidad de diferenciar o estimular la diferenciacion a

células B en progenitores pancreaticos.

En los Gltimos afios se ha sugerido la idea, aunque con cierta controversia, de
que las MSC puedan promover la regeneracion pancreatica. Varios trabajos han
mostrado evidencias sobre la capacidad de diferenciacion in vivo de BMSC en células f3
pancreaticas (lanus y col., 2003; Choi y col., 2003). Por el contrario, otros estudios
indican que no existen evidencias de esta transdiferenciacion (Lechner y col., 2004;
Taneera y col., 2006). También se ha postulado la idea de que no sean estas células las
que diferencien, sino que actuen indirectamente creando un ambiente adecuado para una
regeneracion enddgena del tejido pancreatico dafiado (Hess y col., 2003), favoreciendo

que, por ejemplo, células endoteliales adquieran un fenotipo pancreéatico. Sin embargo,
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estudios recientes muestran que distintos tipos de células madre mesenquimales pueden
diferenciar en células productoras de insulina in vitro, modificando las condiciones de
cultivo o mediante manipulacion génica (Chen y col., 2004; Wu y col., 2007; Moriscot
y col.,, 2005; Li y col, 2007; Timper y col., 2006). Aunque esta capacidad de
diferenciacion también es discutida, ya que en algunos casos no se aportan suficientes

datos sobre aspectos concernientes al fenotipo y funcion de la célula diferenciada.

En resumen, hasta la fecha numerosos trabajos han aportado datos, in vitro e in
vivo, sobre las propiedades inmunomoduladoras de las células madre mesenquimales y
sobre su potencial para diferenciar hacia células productoras de insulina. Todos estos
estudios muestran que estas células pueden proporcionar una nueva estrategia para el
tratamiento de la diabetes, la cual puede ser abordada desde diferentes vias,
aprovechando su capacidad de regular la respuesta inmune y anti-inflamatoria o a traves

de su potencial de diferenciacion hacia celulas productoras de insulina.
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Células madre adultas multipotentes pueden ser aisladas de lipoaspirados

humanos.

La seleccion clonal en células madre mesenquimales aisladas de lipoaspirados
humanos permite obtener subpoblaciones con distinto perfil de expresidén génica y
diferente plasticidad, muestra de la heterogeneidad celular presente en los cultivos
de estas células recién aisladas.

El analisis por RT-PCR de genes caracteristicos del estado indiferenciado y de
pluripotencialidad no aporta datos concluyentes sobre la correlacion entre
expresion génica y capacidad de diferenciacion hacia distintos linajes.

De igual forma, el analisis por RT-PCR (convencional o cuantitativa) de
marcadores osteogénicos no es la mejor forma de analizar el potencial de

diferenciacion hacia este linaje.

La plasticidad hacia linaje osteogenico debe ser evaluada en base al analisis de
caracteristicas fenotipicas y funcionales, como la orientacion de las fibras de
colégeno, la formacion de lagunas o calvas en los cultivos y/o la acumulacion de

depdsitos minerales.

Los clones celulares aislados de distintos donantes y analizados mediante pruebas
funcionales muestran diferente capacidad de diferenciacion osteogénica, lo que
indica que distintos precursores mesenquimales con diferente capacidad de

regeneracion 6sea pueden ser aislados in vitro.

Los distintos clones aislados muestran también diferente capacidad de
diferenciacion hacia linaje adipogeénico, pudiendo depender del estado, condicion

o edad del donante.

La induccién hacia linaje neurogénico revela la capacidad de adquirir fenotipos
neuronales en todos los clones, mostrando prolongaciones citoplasmaticas que les
confieren una morfologia estrellada o piramidal similar a la que presentan

neuronas maduras.
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Tanto las células diferenciadas como las control muestran expresion de
marcadores neuronales, ya sea por RT-PCR o por inmunofluorescencia. Ademas
en las pruebas funcionales realizadas, las células diferenciadas y las control
muestran similares respuestas intracelulares a calcio cuando son estimuladas con
distintos factores, lo que pone en duda que los cambios morfolégicos observados

sean consecuencia de una verdadera diferenciacion.

Las células madre mesenquimales se caracterizan, ademas de por su plasticidad,
por poseer la capacidad de producir gran variedad de factores de crecimiento y
citocinas. Este estudio ha revelado la existencia de clones con distinto perfil de
secrecion de citocinas, lo que podria proporcionar poblaciones celulares con

distinta capacidad inmunomoduladora y anti-inflamatoria.
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