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RESUMEN:

La reparacién de tejidos es uno de los grandes retos actuales en medicina regenerativa y las células madres mesenquimales MSC, son
la respuesta a esta necesidad por las caracteristicas multipotencial, inmunosupresoras, antiinflamatorias y efecto paracrino. En el
presente trabajo, describimos la técnica de aislamiento enzimatico y cultivo in vitro de MSC a partir de una muestra real de tejido
adiposo. Ello responderd ala necesidad de un conjunto de herramientas necesarias en la préctica clinica de terapia por células madre,
autotransplante y quirtrgicas en las diferentes especialidades médicas y en el campo de la investigacidn, como potencial herramienta
para estudios de toxicidad y dosis letal media in vitro. Se sefiala la importancia que el tema puede tener para la psicologia, la
psiquiatria y la neurologfa.

PALABRAS CLAVE: células madre , Medicina regenerativa, cultivos celulares.

ABSTRACT:

Tissue repair is one of the great current challenges in regenerative medicine and the mesenchymal stem cells MSCs are the answer
to this need because of the multipotential, immunosuppressive, anti-inflammatory and paracrine effects. In the present work, we
describe the technique of enzymatic isolation and in vitro culture of MSCs from a real sample of adipose tissue. This will respond
to the need for a set of tools necessary in the clinical practice of therapy by stem cells, autotransplant and surgical in different
medical specialties and in the field of research as a potential tool for studies of toxicity and in vitro medium lethal dose . It points
out the importance that the topic can have for psychology, psychiatry and neurology.

KEYWORDS: stem cells, regenerative medicine, cell cultures.

INTRODUCCION

Estd demostrado que las células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells: MSC) tienen una
habilidad inherente para autorrenovarse, proliferar y diferenciarse hacia tejidos maduros dependiendo del
microambiente que las rodea. Tales caracteristicas, intrinsecas a todas las células mesenquimales (CM), las
hacen muy atractivas para su uso en terapia celular y en medicina regenerativa. Originalmente se crefa que
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estas células se encontraban exclusivamente en la médula dsea, donde residen los progenitores y precursores
hematopoyéticos junto con otras células que proveen un soporte estructural para la hematopoyesis, como el
estroma de la médula dsea; sin embargo, también se ha demostrado la presencia de estas células en el tejido
graso (Zuk, Zhu y Ashjian, 2002; Zuk, 2010; Rastegar, Shenaq, Huang, 2010; Bertassoli et al., 2013; De
Girolamo et al., 2013), pancreas, higado, musculo esquelético, dermis, membrana sinovial, hueso trabecular,
sangre del cordén umbilical, tejido pulmonar, pulpa dental y ligamento periodontal (Macias-Abraham, Del
Valle Pérez, Herndndez-Ramirez y Ballester-Santovenia, 2010). Con respecto a la cantidad de MSC, en
médula dsea constituyen un aproximado de 0.0001 % - 0.01 % de todas las células nucleadas de la médula
dsea, a diferencia del tejido adiposo que contiene aproximadamente 100 000 MSC por gramo de grasa, lo
que constituye para el tejido adiposo una fuente abundante y de facil obtencién de MSC, para ingenieria de
tejidos y aplicaciones en medicina regenerativa (Ra et al,, 2011).

A pesar de los grandes avances que se realizan en la actividad clinica, todavia no existe un acuerdo claro
acerca de la nomenclatura utilizada para describir las células progenitoras del estroma del tejido adiposo, lo
cual genera confusién en los foros cientificos. Los términos células estromales derivadas del tejido adiposo
(Adipose Tissue-Derived Stromal Cell: ADSC), células de la fraccidn vascular de la grasa (Adipose Stromal-
Vascular Cell Fraction: SVF) y células regeneradoras derivadas de la grasa (Adipose-Derived Regenerative
Cells: ADRC) corresponden a células obtenidas inmediatamente después de la digestién del tejido adiposo
por colagenasas; por el contrario, los términos células provenientes del lipoaspirado (Processed Lipoaspirate
Cells: PLA) y células madre derivadas del tejido graso adherentes al pléstico (Plastic-Adherent Adipose-
Derived Stem Cells: ASCS) describen a aquellas CM obtenidas después de cultivar las anteriormente
mencionadas. Como término unificador, podemos referirnos a estos tipos celulares como células madre
derivadas del tejido adiposo (Adipose-Derived Stem Cells: ASC) de acuerdo con el Consenso de La
Sociedad Internacional de la Tecnologia Aplicada a la Grasa (International Fat Applied Technology Society
Consensus) (Lasso et al., 2010; Salem y Thimermann, 2010; Macfas-Abraham et al., 2010). En el afio 2006,
la Sociedad Internacional para la Terapia Celular (International Society for Cell Therapy: ISCT) propuso
tres criterios minimos para ser consideradas ASC: primero, estas células deben ser adherentes al plastico
en condiciones estandar de cultivo; segundo, tener un fenotipo positivo (= 95 %): CD105, CD73, CD90,
fenotipo negativo (< 2 %): CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79a 0 CD19, y HLA-DR; y tercero, deben
ser capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos, condroblastos bajo condiciones estdndar
de cultivo (Dominici et al., 2006; Da Silva, Caplan y Nardi, 2008; Macias-Abraham, et al, 2010; Castro
Manrreza y Montesinos, 201 5).

OBJETIVOS

El presente trabajo contribuird a estandarizar protocolos para el autotransplante y practica clinica, utilizando
cultivo in vitro de células madre derivadas de tejido adiposo.

CARACTERISTICAS DE L.AS MSC

Se ha demostrado que las MSC de varios tejidos residen en un nicho perivascular y estas células han sido
identificadas como pericitos (Da Silva et al., 2008; Crisan et al., 2008; Corselli et al., 2010). Los pericitos no
solo son células de soporte de la estructura vascular sino que también contribuyen a la estabilizacién de los
capilares, al mantenimiento de su homeostasis y ala remodelacién y maduracién de los mismos. Esto establece
al compartimiento perivascular como nicho de las MSC. Esta vision conecta alas MSC con el sistema vascular

¢ inmunoldgico, como integrador fisioldgico en los procesos de reparacion/regeneracion de los tejidos (Da
Silva et al., 2008).

110



GERALDINE ZIDAE SALAZAR VARGAS, ET AL. ESTUDIOS EN NEUROCIENCIAS: APORTES PARA LA INVESTIGACION EN...

Entre las caracteristicas mds importantes de las MSC estén las siguientes:

o Es multipotente (capacidad de diferenciarse en varios linajes): adipocito, osteoblasto, condrocitos,
tenocitos, miocitos, células mesodermo visceral. Posible diferenciacién de células de origen
endodérmico y ectodérmico (hepatocitos, neuronas y cardiomicitos). Multipotencia aplicada a la
regeneracion y reparacién de tejidos (Caplan y Dennis, 2006; Da Silva et al., 2008; Bertassoli et al.,
2013).

e Propiedades de inmuno-modulacién (inmunosupresoras y antiinflamatorias). Las MSC afectan
profundamente la respuesta inmune a través de sus interacciones con los componentes del sistema
inmune innato (NK “Natural Killer Cells”) y adaptativo (DC “Dendritic Cells”, Linfocitos T y
B). Los productos secretados por las MSC en el sitio de la injuria reprime fuertemente la vigilancia
inmunoldgica, inhibiendo el dafno mediado por las células T y B en el sitio de la injuria. Esta
inmunoproteccién sirve para proteger al tejido de la pérdida de su “tolerancia” eliminando los
problemas de autoinmunidad (Da Silva et al., 2008; Castro-Manrreza, et al., 2015).

o Capacidad de migrar hacia el sitio de las injurias o tumores, también denominado efecto paracrino.
El uso de MSC para terapia celular es posible, ellos pueden injertarse sistematicamente mediante
inyecciones in vivo, asi como exhibir una gran capacidad intrinseca de dirigirse al sitio de la injuria
(Devine et al., 2003; Da Silva et al., 2008).

Las MSC tienen la capacidad de reemplazar células y tejidos danados afectados de manera congénita,
por enfermedad degenerativa o mediante trauma. En tales procedimientos las MSC son administradas a los
pacientes a través de la sangre o directamente en el tejido dafiado. El uso de la terapia celular con MSC es
actualmente tépico de debate; sin embargo, debido a sus tres propiedades bioldgicas; alta diferenciacion,
tropismo y capacidad inmunorreguladora. Las MSC son candidatas potenciales en terapia celular aplicable a
muchas enfermedades, tales como enfermedad del injerto contra el huésped, enfermedades cardiovasculares
y del cartilago, enfermedades autoinmunes; diabetes tipo I, artritis reumatoidea, esclerosis multiple, lupus
eritomatoso sistémico, etcétera (Castro-Manrreza etal., 2015).

Por otro lado, durante los ultimos afos, en el campo de la cirugia plistica y reconstructiva, se vienen
desarrollando avances tecnoldgicos y quirtrgicos que abren la puerta hacia la utilizacién de tejidos generados
artificialmente, con el fin de reparar zonas danadas de la anatomia, sin tener que recurrir a donantes de
tejido. Las MSC obtenidas del tejido adiposo han sido denominadas células madre derivadas del tejido
adiposo (Adipose-Derived Stem Cells: ASC), y para que sea aplicada en medicina regenerativa debe reunir
las siguientes caracteristicas: encontrarse en gran cantidad (millones a miles de millones de células); extraerse
mediante procedimientos sencillos; diferenciarse en multiples lineas celulares de una forma regulada y
reproducible; poder ser trasplantadas de manera sencilla y eficaz en un huésped autdlogo y alogénico v,

finalmente, ser manufacturada de acuerdo a los requisitos de la Good Manufacturing Practice (Lasso et al.,
2010).

AISLAMIENTO Y EXPANSION DE MSC

Materiales

o Buffer estéril X phospho-buffered saline (PBS).

e Solucidn estéril de 0,075 - 0,1 % colagenasa tipo IA (de Clostridium histolyticum).

e Medio de cultivo control estéril (CM) (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: DMEM) (4,5
g/L glucosa, L-glutamina), 50 ml fetal bovine serum (inactivado por calor), 5 mL penicilina/
estreptomicina (10 000 IU penicilina, 10 000 pg/mL estreptomicina). Como una opcidn, S ml
anfotericina B (250 pg/mL anfotericina B) también puede ser anadido.
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Solucién balanceada de Hank’s, libre de Ca+2 y Mg+2, con 10 mM HEPES Ca+2 y Mg+2-Free-
Hank’s Balanced Salt Solution (CMF-HB-HBSS).

Disgregacién enzimdtica del tejido adiposo

La grasa humana serd obtenida del proceso de liposuccion, previa firma del consentimiento
informado.

Se llenar4 una tabla con las caracteristicas del donador, el material graso serd dispensado en tubos
cénicos de centrifuga de 50 mL (30 mL por tubo), los cuales contendran 15 mL de solucién
balanceada de Hank’s libre de Ca+2 y Mg+2 con 10 mM HEPES Ca+2 and Mg+2-Free-Hank’s
Balanced Salt Solution (CMF-HB-HBSS).

El material serd transferido a un frasco de polipropileno que contenga un volumen igual de una
solucién de Colagenasa I (S00U) en PBS, e incubado a 37 °C por ## min, en un bafio de agua, agitar
intermitentemente el frasco.

Al final de la incubacién, el contenido del frasco serd transferido a tubos cénicos de 50 mL y
centrifugados a 250 g por 10 min, a temperatura ambiente.

El material sedimentado serd resuspendido en 15 mL de una solucién de lisis de glébulos rojos
[155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3, 0.1 mM EDTA, 1 mM piruvato de sodio, y 50 U/mL
deoxyribonuclease I (DNase I) en agua ultrapura] por 10 min.

Luego, los tubos serdn llenados con RPMI-1640, que contengan 10 % (v/v) FBS (RPMI/10) y
centrifugado, el sobrenadante serd descartado, y el pellet serd resuspendido en RPMI/10 (lavado).
Centrifugar y resuspender el pellet en RPMI/10. Contar en un hematocitémetro las células viables,
que serdn observadas por microscopia utilizando azul de tripan.

AISLAMIENTO Y EXPANSION DE MSC

Después de disgregaciéon enzimadtica, 1 x 10E6 células viables serdn colocadas en places Petri de
100-mm (aprox. 15 000 cells/cm®) en 7 mL de medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) que contenga 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) (DMEM/10), 1 % de Fungizone (Life
Technologies), y 1 % de penicilina/estreptomicina.

El medio DMEM contendr4 2,2 g/L de bicarbonato de sodio y 2,6 g/L de HEPES, para ser incubado
a37°Ccon5 % de CO2.

Las células seran incubadas a estas condiciones por tres dfas; las células no adheridas seran removidas
con el cambio de medio dos veces por semana.

Cuando el cultivo alcance una confluencia del 90 %, el medio sera removido, las células seran
estabilizadas con una solucién de CMF-HB-HBSS que contenga 1 mM de piruvato de sodio y 0,5 de
mM EDTA, incubado por 1 min. Luego, las células seran despegadas con una solucion CMF-HB-
HBSS que contenga 0,025 % de tripsina, e incubado a 37 °C por 5-10 min.

La suspension celular serd removida de la placa, mezclada con igual volumen de RPMI/10,
centrifugada y resuspendida en DMEM/10.

Las células seran colocadas a una densidad de 250 000 células viables por 100 mm placa (aprox. 3500
células/cm?) en 7 mL de DMEM/10.

Los pasajes siguientes se realizardn de la misma manera. Al final del segundo paso, se analizaran las
células mediante citometria de flujo y se preservardn en FBS, conteniendo dimetilsulfoxido 10 % (v/

v). En estos casos, la concentracién de tripsina utilizada para la recoleccion de células serd del 0,25 %,
en lugar del 0,02 5% (Da Silva Meirelles et al., 2015).

112



GERALDINE ZIDAE SALAZAR VARGAS, ET AL. ESTUDIOS EN NEUROCIENCIAS: APORTES PARA LA INVESTIGACION EN...

1200 rpm
%10 min
J Célubs grasa
Tratamiento con
:> Colagenaza % Eracaén
J vascular del
estroma
b 1.° pasaje 2.° pasaje 3.° pasaje
// ; : 1 L; ’\‘ F . 7 4 b r £ e
LA o wo e e
- - r
3,8 em? 25 em? 2x 75 cm? 8x 75 cm?

l" g s ar . — =
Fraccién del estroma 10 % eonfluencia 40 % confluencia 80 % cenfluencia

FIGURA 1
Proceso, aislamiento y expansién de MSC

La investigacion de células madre es uno de los campos de mayor actividad e importancia y abre las puertas
para notables progresos en el campo de la medicina, no solo de aquella que tiene que ver con enfermedades
corporales sino también con la comprension y eventual tratamiento de trastornos psicoldgicos. Como se
sabe, los trastornos psicolégicos son abordados fundamentalmente por procedimientos psicoterapéuticos y
farmacoldgicos. No parece exagerado suponer que, en las préximas décadas (o tal vez antes), los resultados de
la investigacion de células madre puedan ser de utilidad y eventual empleo por parte de psic6logos, psiquiatras
y neurdlogos, lo cual significarfa un progreso sustantivo en el tratamiento de dichos trastornos.
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