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RESUMEN

M.C.P. Leyla Leticia Sanchez Sanchez Fecha de titulacion: Junio 2019
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina

Titulo del estudio: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CELULAS
MESENQUIMALES DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO

Paginas del estudio: 59 Area del estudio: Morfologia Candidato para el
grado de Maestria en Ciencias con Orientacion
en Morfologia

Propodsito y método del estudio: La terapia celular se puede definir como el uso
de células para el tratamiento de distintas enfermedades. El objetivo del presente
trabajo, es aislar y caracterizar células mesenquimales obtenidas del tejido
adiposo de diferentes pacientes. Se establecié un cultivo primario de células
mesenquimales obtenidas de lipoaspirados. Posteriormente se analizaron las
caracteristicas fenotipicas de las células mesenquimales cultivadas. Se
determinaron marcadores especificos y de pluripotencialidad.

Conclusiones y contribuciones: Los cultivos obtenidos de muestras de
diferentes pacientes mostraron las caracteristicas fenotipicas propias de cultivos
de células madre mesenquimales no hematopoyeticas hasta el séptimo pasaje.
Asi también, se logré corroborar que dichas células expresan marcadores de
superficie y factores de transcripcion caracteristicos de pluripotencialidad.

Las células madre mesenquimales aisladas de lipoaspirados, representan una
fuente valiosa como herramienta terapéutica para diversas enfermedades.

Dra. C. Odila Saucedo Cardenas
Director



Abstract

Title of the study: ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MESENQUIMAL
CELLS DERIVED FROM ADIPOSE TISSUE

Purpose and method of the study: Cell therapy is defined as the use of cells for
the treatment of different diseases. The objective of this study is to isolate and
characterize mesenchymal cells obtained from the adipose tissue of different
patients. A primary culture of mesenchymal cells obtained from lipoaspirates was
established. Subsequently, the phenotypic characteristics of the cultured
mesenchymal cells were analyzed. Specific markers and pluripotency were

determined.

Conclusions and contributions: The cell cultures obtained from the samples of
different patients showed phenotypic characteristics of non-haematopoietic
mesenchymal stem cell cultures up to the seventh passage. Likewise, it was
possible to corroborate that these cells express surface markers and transcription
characteristic factors of pluripotency. Mesenchymal stem cells isolated from
lipoaspirates represent a valuable source as a therapeutic tool for various diseases.
The obtained cultures of mesenchymal stem cells will allow advance in the genetic
modification of these cells for therapeutic purposes for future studies.
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INTRODUCCION

Los procedimientos de trasplante de células madre mesenquimales (MSCs,
por sus siglas en inglés) se han utilizado desde la década de 1960 para el
tratamiento de diversas enfermedades. Sin embargo, el uso potencial de las MSCs
todavia esta limitado, ya que quedan muchos obstaculos por superar antes de que
puedan usarse regularmente para terapias personalizadas (Baksh, 2004).

El aislamiento de MSCs a partir de tejido de adultos es ventajoso sobre las
células madre embrionarias debido a los aspectos éticos e inocuidad inmunoldgica.
Las MSCs se diferencian en multiples linajes celulares con la ayuda de factores de
diferenciacion apropiados. Se han identificado fuentes de células madre el tejido

adiposo, pulpa dental y leche materna (DeFrancesco, 2012).

El tejido adiposo (TA) ya no solo se considera un reservorio de energia,
aislante térmico o amortiguador mecanico, sino que se ha destacado su
participacion en una compleja red de interacciones con los sistemas enddcrino,

nervioso y cardiovascular (Panna Tandon, Wafer, & Minchin, 2018).

Las MSCs derivadas de TA tienen un gran potencial para ser utilizadas en
terapia celular gracias a las diferentes ventajas que presentan, como son su
facilidad de aislamiento, cinética de crecimiento, plasticidad y propiedades tréficas.
Ademas, las MSCs derivadas de TA se pueden manipular genéticamente y modular

epigenéticamente (Bourin et al., 2013).
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ANTECEDENTES

1. Terapia Celular

El uso de células en el tratamiento de enfermedades se ha encontrado desde
tiempos antiguos. En la India, se encontrd evidencia de un injerto de piel de hace
aproximadamente 3000 anos (Hauben, Baruchin, & Mahler, 1982). El rapido
progreso de este tipo de terapia trajo como consecuencia el primer trasplante
exitoso de rindn en 1954, seguido en 1956 del primer trasplante de médula 6sea
(Bloom et al 2005).

El campo de la terapia celular esta avanzando rapidamente y existen algunos
protocolos clinicos que se encuentran en fase lll, particularmente para tratar
patologias cardiovasculares como la insuficiencia cardiaca y la enfermedad
isquémica asi como enfermedades hematoldgicas (DeFrancesco, 2012;Syed &
Evans, 2013).

Con el incremento de la necesidad de proveer mejores opciones terapéuticas
a las actualmente disponibles, las terapias celulares se han convertido en el objetivo
de multiples investigaciones dirigidas hacia enfermedades que tienen una gran
necesidad médica, como el cancer y las enfermedades neurodegenerativas.

Otra de las enfermedades que ha cobrado relevancia en investigaciones con
terapia celular es la Diabetes, enfermedad con gran impacto a nivel mundial
afectando a paises tanto del primer como de tercer mundo (Trounson, et al 2011).
El potencial curativo de la terapia celular es lo que le diferencia de tratamientos que
actualmente se encuentran disponibles y que no brindan una restauracion de la
funcién celular perdida (Malik & Durdy, 2014).

La terapia celular se puede definir como el uso de células como tratamiento
para distintas enfermedades (Figura 1). Las células pueden ser de distintos tipos,
como células madre o células diferenciadas (Malik & Durdy, 2014).

14



2. Enfoques en terapia celular

Existen dos enfoques para la terapia celular (Figura 2): la terapia celular
autologa, donde las células derivan de las propias células del paciente y la terapia
celular alogénica, donde la terapia celular deriva de células que no son del mismo
paciente (Malik & Durdy, 2014).
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Figura 1. Tipos de trasplante. (Sandoval-Rodriguez, Meza-Rios, Garcia-Bafiuelos, & Armendariz-
Borunda, 2016)

En la actualidad, no se ha establecido un modelo de terapia celular ideal, es
decir, si ésta deba ser de forma autéloga o alogénica. Conforme se realicen un
mayor numero de estudios se podra identificar el tipo de terapia mas conveniente

desde el punto de vista clinico y farmacoecondmico.

A. Terapia celular autéloga

Es la obtencion de células del propio paciente para trasplantarse en él
posteriormente. Tiene el inconveniente que en el grupo de células
obtenidas se encuentren células tumorales contaminantes, en caso de
que la terapia celular se realice por alguna mielodisplasia, por mencionar
un ejemplo. A diferencia del alotrasplante, el trasplante autdélogo no tiene
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el inconveniente de la enfermedad injerto contra huésped (EICH). Este
tipo de terapia se inicio casi al mismo tiempo que el trasplante alogénico
(McGovern, Russel, Atkins, & Webster, 1959), pero los primeros
resultados detuvieron su desarrollo hasta la mejoria de los tratamientos
de quimioterapia, siendo actualmente el tratamiento de eleccion en el

campo de la hemato-oncologia (Unzué, 2006).

B. Terapia celular alogénica

Ocurre cuando se aislan células de un individuo para trasplantarse en
otro individuo con carga genética diferente pero con una mayor identidad
en los antigenos del sistema HLA (Antigeno leucocitario humano, por
sus siglas en inglés Human Leucocyte Antigen). Los genes del HLA se
encuentran en el cromosoma 6 y se heredan como haplotipos, de forma
que la probabilidad de ser HLA idénticos de 2 hermanos es del 25%.
Otros familiares se pueden encontrar en un donante familiar compatible

en un tercio de los pacientes (Unzué, 2006).

3. Tipos celulares utilizados en terapia celular

Las células madre ocupan una posicion especial en la jerarquia celular
durante la diferenciacion y el desarrollo de cualquier organismo. Estas células
indiferenciadas tienen el potencial de formar cualquier otro tipo de célula con
funcidén especializada y se caracterizan por su capacidad de autorrenovaciéon y
diferenciacion. Ambas propiedades celulares son requisitos para el éxito de la

medicina regenerativa actual (Singh, 2014).

A. Clasificaciéon de las células madre de acuerdo a su potencialidad.
Dependiendo del potencial para diferenciarse en un linaje particular, las
células madre se agrupan en cinco tipos (Thomson, ltskovitz-Eldor, &
Shapiro, 1998) :
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e Totipotentes: una célula unica capaz de dividirse y formar varias
células diferenciadas, incluidos los tejidos extraembrionarios;
ejemplo, el cigoto.

e Pluripotentes: tienen la capacidad de diferenciarse en todos los
tipos celulares de las tres capas germinales: ectodermo,
mesodermo y endodermo. La incapacidad para formar tejidos
extraembrionarios como la placenta es la unica limitacion que los
hace inferiores a las células madre totipotentes; ejemplo: las
células madre embrionarias (ESC, Embryonic Stem Cells).

e Multipotentes: muestran un patron restringido de diferenciacion
para unos pocos linajes, por ejemplo, las células madre
hematopoyéticas (HSC, Hematopoietic Stem Cell) o las derivadas
de tejido adiposo.

e Oligopotentes: son capaces de diferenciarse en pocos tipos de
células de linajes especificos, como las células madre linfoides,
que pueden diferenciarse solo en basdfilos, neutrdfilos,
eosinofilos, monocitos y trombocitos.

e Unipotentes: solo pueden diferenciarse en un tipo de célula en
particular; por ejemplo, los hepatoblastos que dan origen a

hepatocitos.

B. Células Madre Embrionarias (ESCs)

Las ESCs conforman un conjunto de 50-150 células en el interior del
blastocisto, el cual se forma en el periodo de pre-implantacion
embrionaria que ocurre habitualmente 4 a 5 dias después de que un
oocito ha sido fecundado por el espermatozoide (Gonzalez Loépez,
2009).

Las ESCs se han propuesto como un tipo candidato a terapia celular
debido a su plasticidad y capacidad ilimitada de autorrenovacién durante
un periodo prolongado de tiempo sin sufrir diferenciacion. Las ESCs

forman parte de la innovadora medicina regenerativa (Malik & Durdy,
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2014) en el reemplazo de tejidos después de que ocurre una lesion,
enfermedad o en el mismo envejecimiento. Una de las grandes ventajas
de las células madre embrionarias es que pueden diferenciarse en todos
los tipos celulares de las tres capas germinales, y que pueden
mantenerse en cultivos celulares por largo tiempo (Gonzalez Lopez,
2009). Sin embargo, actualmente existe controversia debido a los
problemas éticos que implica la terapia celular con ESCs humanas (Lee,
Park, & Kim, 2004), asi como de existir el riesgo que se produzca una
EICH.

Células Madre Mesenquimales Adultas

Cada drgano en el cuerpo humano adulto alberga una pequeia
poblacion de células madre que tienen la funcion de mantener la
homeostasis del tejido donde residen. Estas células madre adultas
permanecen en estado inactivo o indiferenciado hasta que son activadas
por algun estimulo y tienen una capacidad limitada para diferenciarse en
linajes especificos (Singh, 2014). Los tipos mas comunes son las células
madre hematopoyéticas, MSCs, células madre neuronales, células
madre umbilicales, células madre cardiacas y células madre de la retina,
todas residen en sus respectivos tejidos. A diferencia de las ESCs, las
células madre adultas no requieren una capa de alimentacién o células
de soporte para su crecimiento y, por tanto, son mas faciles de aislar,
utilizando diferentes medios y factores de crecimiento (Singh, 2014).
Otra de las ventajas es que no presentan el riesgo de desarrollar un
teratoma vy, por lo tanto, son preferibles en la medicina regenerativa y en
la terapia con células madre. Sin embargo, los rechazos inmunitarios de
las células madre adultas plantean aun serios desafios en ciertos casos.
Dentro de sus caracteristicas estan su facil adherencia a superficies
plasticas, formacion de colonias, asi como su singular forma ahusada o

muy similar al fibroblasto.
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4. Terapia celular con células madre mesenquimales adultas

La médula 6sea fue la primera fuente de donde se aislaron MSCs (Baksh,
2004). Sin embargo las MSCs también han sido aisladas de otros tejidos como el
hueso trabecular (Noth et al., 2002), tejido adiposo, liquido sinovial, musculo,
pulmén y células perivasculares del cordon umbilical humano derivadas de la
gelatina de Wharton (Sarugaser, Lickorish, Baksh, Hosseini, & Davies, 2004). Estos
hallazgos revelan que las MSCs se distribuyen de manera diversa in vivo, por lo
que el aislamiento de las MSCs no esta restringido a un solo tejido como fuente de
obtencién. Enseguida se describen las células madre mesenquimales de diversas

fuentes de tejido:

A. Células madre mesenquimales de médula 6sea

Se penso originalmente que el estroma de la médula 6sea funcionaba
principalmente como un soporte estructural para las células progenitoras
ahi residentes. (Gnecchi & Melo, 2009). En la médula 6sea, las MSCs
representan aproximadamente el 0.001-0.002% de las células
nucleadas. A pesar de que las MSCs son escasas, facilmente pueden
ser separadas de las células madre hematopoyéticas (HSC) en cultivo
por su capacidad de adherirse a superficies de plastico (Prockop, 1997)

y pueden ser facilmente cultivadas ex vivo.

B. Células madre mesenquimales de cordén umbilical

Las MSCs de corddn umbilical tienen la capacidad de autorrenovarse y
son pluripotentes, es decir, pueden diferenciarse hacia lineas celulares
no mesenquimales, incluidos los derivados de ectodermo (astrocitos,
oligodendrocitos, neuronas) y hepatocitos endodérmicos (Nagamura-
Inoue & He, 2014) (Ullah, Subbarao, & Gyu, 2015) (J. Chen, Mou, & Du,
2015). También se ha reportado la diferenciacion de células madre del
cordon umbilical hacia cardiomiocitos (Polchow, Kebbel, &
Schmiedeknecht, 2012). Las células madre mesenquimales se aislan de
la gelatina de Wharton, mientras que las células epiteliales, se obtienen
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de las capas internas y externas del cordon umbilical (Nagamura-Inoue
& He, 2014);(Cardoso, Ferrari, & Garcia, 2012).

C. Células mesenquimales de tejido adiposo

Las MSCs estan presentes en gran cantidad en el tejido adiposo y éste
puede obtenerse a partir de un procedimiento quirurgico: la cirugia de
liposuccion, ya que el lipoaspirado obtenido es considerado un producto
de desecho. La disponibilidad de células madre en TA es mucho mayor
comparado con la médula 6sea ya que las MSCs de tejido adiposo
comprenden aproximadamente el 2% de las células nucleadas en una
muestra de lipoaspirado en comparacion con un 0.001-0.002% en
médula 6sea (Doran, 2015) (Gnecchi & Melo, 2009). El numero de
células madre por mililitro de lipoaspirado es aproximadamente ocho
veces mayor que en la médula 6sea y el volumen de lipoaspirado
obtenido tipicamente bajo anestesia local es al menos cinco veces mayor
que el que puede obtenerse de la médula 6sea (Strem, Hicok, & Zhu,
2005).

5. Terapia génica con células madre mesenquimales

Una de las mayores perspectivas de las MSCs para utilizarse en terapia
celular es el proporcionar un apoyo estromal al tejido afectado donde se plantea
utilizar como terapia. Si bien, rara vez se diferencian en el parénquima tisular (Y.
Chen et al., 2007), las MSCs podrian contribuir a la regeneracion del estroma vy
seguir ejerciendo su funcion como célula mesenquimal.

Actualmente, las herramientas de biologia molecular nos han permitido el
desarrollo de terapias de reemplazo o de restablecimiento de la funcion celular
mediante la insercion del gen de la proteina de interés en células para inducir su
produccion in vitro e in vivo (Bielke & Erbacher, 2010) (Figura 3). Por lo que la idea
de combinar el uso de las MSCs con la edicion génica de interés clinico se convierte
en una estrategia muy prometedora en terapia celular. Esto es, se podrian generar
células que, ademas de expresar la proteina de interés, presenten la capacidad de
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diferenciarse a diferentes linajes celulares para mejorar su adaptacion al tejido
diana donde se requiere la restauracion funcional de determinado tipo celular.

Terapia in vivo Terapia ex vivo
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Figura 2. Tipos de terapia celular (Machado, 2012)

La terapia génica es una estrategia terapéutica novedosa y prometedora
para el tratamiento de multiples enfermedades hereditarias y no hereditarias,
incluidas infecciones, trastornos cronico-degenerativos y neoplasicos (Anderson,
1992) (Matar et al., 2009).

La posibilidad de manipular células ex vivo utilizando estrategias de terapia
génica con el objetivo de trasplantarlas en el paciente ha generado mucha atencién.
Este enfoque, que combina terapia génica y celular se ha propuesto como un tipo
de terapia potencial (Allay et al., 1997) (Matthews & Keating, 1996). Los
experimentos iniciales sobre la expresion del transgén mediada por virus en las
MSCs mostraron una transduccion de células eficiente con vectores retrovirales que
expresan los genes LacZ o IL-3, y sin cambios en potencial de diferenciacion de

MSCs después de la transferencia de genes (Allay et al., 1997).
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Asi también, las MSCs han sido ampliamente estudiadas como acarreadoras
de genes en desodrdenes hepaticos (Aquino, Bolontrade, Garcia, Podhajcer, &
Mazzolini, 2010), cardiacos (A. Singh, Singh, & Sen, 2016) y en células de sostén
de diversos tejidos (Mohammadian, M. Abasi, E. Akbarzadeh, 2015).

6. El tejido adiposo como fuente de células madre mesenquimales

De acuerdo con la Federacion Internacional de Terapéutica y Ciencia
Adipogénica (Bourin et al., 2013), las MSCs aisladas de tejido adiposo, parecen ser
ideales en aplicaciones de medicina regenerativa por muchas razones: pueden ser
cultivadas ex vivo, manipuladas y aumentadas en numero de una manera no
invasiva, facil y efectiva.

El tejido adiposo es un érgano con caracteristicas unicas desde el punto de
vista morfoldgico, cuya principal funcién es el almacenamiento de lipidos en
respuesta al estado de energia de un organismo. El TA no sélo funciona como
reservorio de energia, sino también se encuentra implicado en multiples funciones
fisiologicas (P Tandon, Wafer, & Minchin, 2018). El TA se distribuye en todo el
cuerpo humano y se clasifica en tejido adiposo blanco (entre el musculo y la piel) y
tejido adiposo pardo (también llamado marrén) asociado con érganos viscerales.
Los adipocitos tienen diferente localizacion y tamafo. Entre los adipocitos, se
constituye el estroma vascular, donde se encuentran preadipocitos, macrofagos,
MSCs y células endoteliales (P Tandon et al., 2018).

Aunque los estudios son limitados, se reporta que existen diferencias entre
los diferentes depdsitos de tejido adiposo en cuanto al numero de células madre
que contienen. Mientras que en modelos murinos las células madre son abundantes
en el tejido adiposo blanco, su numero y potencial de diferenciacion se reducen en
el tejido adiposo pardo (Schipper, Marra, & Rubin, 2006). En seres humanos, se
han observado diferencias en cuanto al numero de MSCs obtenidas segun la region
anatomica, reportandose un mayor numero en el area del brazo comparado con el
muslo y abdomen (Schipper et al., 2006). Ademas, se ha reportado existen
diferencias con respecto al numero de preadipocitos y de células endoteliales en
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los depdsitos de tejido adiposo blanco subcutaneo y omental en humanos (Van
Harmelen, Rohrig, & Hauner, 2004).
Como ya se ha descrito anteriormente, las MSCs aisladas de tejido adiposo,
son células progenitoras multipotentes adultas con potencial de autorrenovacion y
la capacidad de diferenciarse en varios tipos de células especializadas. Dado que
no hay un biomarcador unico disponible para la identificacion de MSCs humanas,
un conjunto de marcadores y caracteristicas celulares fue propuesto por la
Sociedad Internacional de Terapia Celular en 2006 (Dominici et al., 2006).
Los criterios minimos de MSCs aun son ampliamente aceptados en la
actualidad e incluyen:
i. La capacidad de autorrenovacién
ii. Diferenciacion hacia los linajes osteogénicos, condrogénicos vy
adipogénicos
iii. Expresion de un conjunto caracteristico de marcadores de superficie,
como CD73, CD90 y CD105 y carecer de expresion de CD14, CD34,
CD45 y antigeno de leucocitos humanos DR (HLA-DR)
(Bourin et al., 2013).

7. Ventajas de la utilizacion de células mesenquimales derivadas de
tejido adiposo
Enseguida se presenta una tabla donde se comparan distintos puntos

parametros en cuanto a las distintas fuentes de células madre mesenquimales.

Tejido adiposo Meédula 6sea Cordon umbilical
Obtencion de la \/
muestra X X
Aspectos éticos y
legales ‘/ ‘/ X
Cantidad de J
células x x
Eficacia de
transfeccion J ‘/ —

Tabla 1. Analisis comparativo entre diversas fuentes de células mesenquimales. (Haleem-
Smith, Derfoul, & Okafor, 2005) (Yoshimura et al., 2007) (Madeira et al., 2010) (Zuk et al., 2002).
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8. Uso de las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo en
terapia celular

Utilizando esta prometedora poblacidn celular, estudios recientes han
explorado la seguridad y eficacia de MSCs aisladas de tejido adiposo en varios
modelos animales.

La ingenieria tisular se ha utilizado en la reparacion de piel, utilizando células
madre mesenquimales aisladas de tejido adiposo (Auger, Berthod, Moulin, Pouliot,
& Germain, 2004) (De Luca, Pellegrini, & Green, 2006). Los sustitutos de la piel de
dos capas, que incluyen la epidermis y la dermis, se han vuelto fundamentales en
el desarrollo de matrices dérmicas en los ultimos afios junto con los fibroblastos
autologos que ayudan en el mecanismo de reparacion de la cicatrizacién de heridas
por quemaduras (Lamme, Van Leeuwen, Brandsma, Van MArie, & Middelkoop,
2000). Trottier y cols. definieron el mecanismo para producir nuevos sustitutos de
piel humana a partir de queratinocitos y MSCs aisladas de tejido adiposo in vitro sin
el soporte de andamios exdgenos o sintéticos (Trottier, Marceau-Fortier, Germain,
Vincent, & Fradette, 2008). Estos sustitutos mostraron caracteristicas similares a
nivel histolégico y por inmunohistoquimica a los sustitutos de fibroblastos dérmicos.

Kajiyama y cols. transfectaron MSCs aisladas de tejido adiposo con el gen
Pdx1 (regulador clave del desarrollo pancreatico normal y diferenciacion de células
beta) y lograron su diferenciacion en células productoras de insulina en un modelo
murino de DM2. Por otra parte, Forouzanfar y cols. utilizaron MSCs derivadas de
tejido adiposo transfectadas con el gen del factor de crecimiento de fibroblastos
como terapia para el dolor neuropatico (Kajiyama et al., 2010) (Forouzanfar et al.,
2017).

Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo son células
multipotenciales, capaces de diferenciarse a diferentes tipos celulares, lo que las
hace una herramienta potencial para terapia celular, incluida la insercion de genes
de interés clinico como parte de una terapia génica ex vivo. Por ello, se destaca y
resulta primordial el conocer sus caracteristicas fenotipicas, asi como la

homogeneidad de dichas caracteristicas entre distintos pacientes.
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JUSTIFICACION

Las células mesenquimales derivadas de tejido adiposo representan una

herramienta potencial en el tratamiento de multiples enfermedades.

Es importante analizar las caracteristicas morfolégicas de las células
mesenquimales aisladas a partir de muestras de lipoaspirados, como fuente
potencial para la obtencion de células madre de interés clinico. El analizar muestras
de diferentes pacientes nos permitira determinar la homogeneidad de dichas
caracteristicas entre las diferentes muestras de lipoaspirados.
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OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar células mesenquimales obtenidas del tejido adiposo de

diferentes pacientes

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer un cultivo primario de células mesenquimales obtenidas de
lipoaspirados.

2. Analizar las caracteristicas fenotipicas de las células mesenquimales
cultivadas.

3. Determinar los marcadores especificos y de pluripotencialidad en las células

mesenquimales obtenidas de tejido adiposo.
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MATERIALES Y METODOS

1. Estrategia experimental

.‘; &

Lavado con

Colagenasall

Obtenciéon de muestra

solucién de Hanks
de lipoaspirado

I n

Viabilidad

DMEM 20% SBF, 1%
Glutamax y 1% AB a 37
C, 5% COZ.

.

Obtencion FVE y
filtrar a través de
malla 100pm.

= =

Analizar las caracteristicas

Determinar los marcadores Establecimiento de fenotipicas de las células
especificos y de pluripotencialidad cultivo primario de mesenquimales cultivadas
en las células mesenquimales células mesenquimales.
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2. Material y Equipo

A. Material de laboratorio

- Tubos Falcon Corning™ 50 mly 15 ml

- Cajas Petri Corning™ 60 mm

- Caja de 24 pozos Corning™

- Cubreobjetos Fisher™

- Micropipetas Labnet™

- Hojas de bisturi Hergom®

- Pipetas seroldgicas de 25 ml, 10 mly 5 ml Corning™
- Cajas de cultivo celular T25y T75 Corning™

- Tubos criogénicos Corning™

B. Material biolégico

Cultivos primarios de células madre mesenquimales aisladas de lipoaspirados

C. Equipo

- Balanza analitica

- Microscopio de fluorescencia de la marca Nikon Eclipse 50i
- Microscopio invertido Southern Precision Instruments.

- Campana de flujo laminar Labconco

- Incubadora CO2 Thermo Scientific

- Microcentrifuga Spectrafugue 24D de la marca Labnet

- Centrifuga con refrigeracion Rotanta 460

- Bafio de agua con control de temperatura Revolutionary Science

D. Soluciones

- Paraformaldehido 4% (PFA)

- PBS 1x (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4¢2H20, 2 mM KH4POy4)
- Solucion de Hank Life Technologies Corporation Gibco™

- Cloruro de amonio 160 mM (NH4Cl)

- H20 ultrapura
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E. Reactivos

- DMEM Alta-glucosa Life Technologies Corporation Gibco ™

- Suero Fetal Bovino (SFB) Life Technologies Corporation Gibco™

- L-glutamina 100X Life Technologies Corporation Gibco™

- Solucion antibiotica/antimicotica 100x Life Technologies Corporation Gibco™
- 0.25% Tripsina-EDTA Life Technologies Corporation Gibco™

- Colagenasa | Life Technologies Corporation Gibco™

- Dimethylsulfoxide (DMSQO) ATCC ® 4-X™

- Hematoxilina de Wright Sigma-Aldrich®

- Periodic Acid-Schiff (PAS) Kit Sigma-Aldrich®

- Trichrome Stain (Masson) Kit Sigma-Aldrich®

- Ferricianuro de potasio cristalino Sigma-Aldrich®

- Ferricianuro de potasio trihidratado Sigma-Aldrich®

- Cloruro de magnesio Sigma-Aldrich®

- N,N-Dimethylformamide, for molecular biology, 299% Sigma-Aldrich®

- Human KLF4 Antibody Antigen Affinity-purified Polyclonal Goat IgG R&D
Systems. Catalog Number: AF3640.

- Human Nanog Antibody Antigen Affinity-purified Polyclonal Goat IgG R&D
Systems. Catalog Number: AF1997.

- Human Oct-4A Antibody Monoclonal Mouse 1IgG R&D Systems. Catalog Number:
MAB17591.

- Human LIN-28A Antibody Antigen Affinity-purified Polyclonal Goat IgG. Catalog
Number: AF3757.

- Goat anti-rabbit Alexa Fluor® 555 (ab150082) Abcam (Cambridge, MA, USA)
- DAPI mounting solution (H-1200) Vector Laboratories, Inc. (Burlingame, CA,
USA).

- Monoclonal anti CD105 US Biologicals, Salem, Massachusetts, USA (dilucion
1:25)

- Monoclonal anti CD90 US Biologicals, Salem, Massachusetts, USA (dilucidon
1:200)
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METODOLOGIA

1. Aislamiento de células madre mesenquimales de muestras de
lipoaspirados

El tejido adiposo fue obtenido por través de lipoaspiracion por el Médico
especialista en Cirugia Plastica, Estética y Reconstructiva Dr. Angel Mecott Rivera,
quien cuenta con la certificacidn para realizar el procedimiento; Se utilizé una
canula de 2.5 mm para la obtencién del lipoaspirado y se realizé mediante la técnica
de tumescencia. Las participantes fueron mujeres (edad entre 20 y 50 afios) que
asistieron al Departamento de Cirugia Plastica, Estética y Reconstructiva del
Hospital Universitario perteneciente a la Universidad Auténoma de Nuevo Leodn
(UANL); las participantes eran pacientes programadas para realizarse una
liposuccién abdominal manera voluntaria. Se les invit6 a participar en el estudio, se
les proporciond informacion y se obtuvo su consentimiento informado. Se conté con
aprobacion por parte del Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la UANL
(registro HT19-00001) para la obtencidn de una muestra del tejido adiposo. Por
cada liposuccién se colectaron 50 ml te tejido adiposo en tubo Falcon de 50 ml.

En el laboratorio de Genética Molecular se procedié al aislamiento de las
MSCs siguiendo un protocolo ya reportado (Bunnell, Flaat, Gagliardi, Patel, & Ripoll,
2008). Primeramente, se hicieron lavados con PBS 1X hasta eliminar la mayor
cantidad de eritrocitos. Enseguida se agrego colagenasa | y se incubo a 37 °C con
agitacion ligera durante 60 minutos. La digestion se considera finalizada cuando el
tejido presenta un aspecto viscoso homogéneo. Se inactivé la colagenasa | usando
15 ml de DMEM 20% SBF. El producto de la digestion se filtré6 por una malla de
nylon y fue colectado en un tubo de 50 ml para ser posteriormente centrifugado a
800 g por 10 minutos. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en
una solucién de NH4CI 160 mM y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min
para lisar eritrocitos remanentes. Posteriormente, se centrifugé a 400 g por 10 min,
el sobrenadante se desecho y el sedimento celular (fraccidn inferior) se resuspendié
en 3 ml de DMEM suplementado con 20% SFB, 1% L-Glutamina y 1% de
antibiodtico/antimicotico. Se realizé una filtracion a través de malla de nylon (100 pym)

30



para descartar los adipocitos. Enseguida, el filtrado celular se sembré en caja de
cultivo T75 con medio DMEM 20% SBF, 1% L-Glutamina y 1% de
antibidtico/antimicotico a 37°C, 5% COa2. Las células se cultivaron por 48 h y
después se cambié el medio a DMEM suplementado con 10% SBF, 1% L-
Glutamina y 1% de antibiotico/antimicético recibiendo cambios de medio cada
tercer dia hasta obtener una confluencia de 90%. Las células aisladas de tejido
adiposo se preservaron en DMSO 10% y se almacenaron en un tanque de nitrégeno
liquido en fase de vapor después de lograr su cultivo in vitro.

2. Caracterizacion de células mesenquimales aisladas de tejido adiposo por
medio de técnicas histologicas.

Durante el segundo pasaje, se utilizaron las MSCs aisladas para su
caracterizacion fenotipica. Se realizaron tinciones bajo la técnica de hematoxilina y
eosina, Tricromico de Masson, PAS y Reaccion para [3-galactosidasa (Descripcion
de cada técnica en Anexos). Previo a realizar la tincion, las células fueron fijadas
con PFA 4% por 20 minutos a temperatura ambiente y se mantuvieron en PBS 1x

hasta el momento de la tincion.

3. Inmunofluorescencia para la deteccion de integridad celular, marcadores
especificos y marcadores de pluripotencialidad de células madre
mesenquimales aisladas de tejido adiposo

Se sembraron 30,000 células/pozo en una caja de cultivo celular de 24 pozos
en 1000 pl de medio de cultivo DMEM al 10%. Se incubaron y al alcanzar una
confluencia del 80%, se removio el medio de cultivo de cada pozo y se realizaron
dos lavados con PBS 1x. Se adicionaron 500 pl de PFA 4% y se dejo incubar por
20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el fijador fue removido y se
realizaron 2 lavados con PBS 1x-Triton X-100 0.1% de 5 minutos cada uno. Se
realizo recuperacion del antigeno y se adicioné 300 ul de suero de caballo al 10%
en PBS 1x-Tritdn-X-100 0.1 % y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Se
removio la solucidn de bloqueo y se adiciono6 el anticuerpo primario diluido en PBS-
1X-Triton X-100 0.1% - BSA 1% y se dejo incubar toda la noche a 4 °C.
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Se recupero el anticuerpo primario (siendo almacenado a -20 °C) y se realizaron
dos lavados con PBS 1x de 5 minutos cada uno protegiendo de la luz. Esto se
realiz6 con cada uno de los anticuerpos utilizados ( actina, Calnexina, Enolasa,
CD90, CD105, CD34, KLF4, LIN28, NANOG2, OCT4).
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RESULTADOS

1. Establecimiento de cultivos primarios de células mesenquimales a partir

de muestra de lipoaspirado

Para obtener una aproximaciéon de la calidad del tejido adiposo recibido, y
por ende de las células madre mesenquimales contenidas en él, se decidi6é evaluar
la viabilidad de los lipoaspirados mediante un ensayo con naranja de acridina y
bromuro de etidio y se observo en el microscopio de fluorescencia. El naranja de
acridina es una molécula liposoluble capaz de entrar a todos los nucleos y emitir
una fluorescencia verde, mientras que el bromuro de etidio solamente es capaz
atravesar las membranas dafadas de las células no viables y su fluorescencia se
observa en color rojo.

En la figura 3 se muestra el ensayo realizado, lo cual nos indica de forma
indirecta el estado de la muestra y un estimado de viabilidad de las MSCs
contenidas en el estroma del tejido adiposo el cual fue de un 70-80%.

Figura 3. Determinacion de viabilidad de lipoaspirados. Ensayo con naranja de acridina/bromuro
de etidio. Se observan los nucleos de los adipocitos viables en color verde y, debido al sobrelape de
color rojo y verde, en color naranja aquellos adipocitos no viables. Los adipocitos se observan con
su morfologia caracteristica: forma poliédrica y su nucleo desplazado a la periferia, debido a que la

mayor parte de su citoplasma es ocupado por una gota lipidica. Fluorescencia, Aumento 40x.
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Una vez aisladas las MSCs mediante la técnica previamente descrita, asi
como cultivadas bajo las condiciones de igual forma antes descritas, se procedio a

observar bajo microscopia de luz las MSCs aun en cultivo (figura 4).

Para poder confirmar el establecimiento del cultivo primario, se tomo en
cuenta lo siguiente: Adherencia celular mayor al 90% en un tiempo menor a 24
horas, formacion de colonias y morfologia.

Figura. 4 Establecimiento de cultivos primarios de células mesenquimales. Se observa en las
micrografias las caracteristicas morfologicas de las células mesenquimales in vitro: forma ahusada

y formacién de colonias, asi como adherencia a la placa. Microscopia de luz, 40x.
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2. Caracteristicas fenotipicas de las células mesenquimales cultivadas

Para analizar la morfologia de las MSCs aisladas, se realizé tincion de
Hematoxilina y Eosina (H&E) y se observé bajo un microscopio de luz. En la figura
5, se muestran las caracteristicas morfologicas tipicas de las células
mesenquimales, las cuales son distintivas de otros grupos celulares presentes en

el estroma del tejido adiposo de donde son aisladas.

A B

Figura 5. Morfologia de células mesenquimales aisladas de lipoaspirados. Observamos su
forma ahusada caracteristica con un nucleo central y ovoide (A), asi como la formacién de colonias
(B). El nucleo se observa en color violaceo debido a la tincion con hematoxilina y el citoplasma en
un color rosado debido a su tincion con eosina. Tincién H&E. Microscopia de luz, 40x

Continuando con el analisis morfolégico, ahora enfocado a comparar las
células cultivadas a partir de los lipoaspirados de las diferentes pacientes, se realiz6
tincion de H&E a cada una de ellas y se observé bajo el microscopio de campo
claro. En la figura 6, se muestra que las muestras de lipoaspirados de diferentes
pacientes presentan homogeneidad en la morfologia de las células mesenquimales

cultivadas.
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La técnica de aislamiento de células mesenquimales a partir de lipoaspirados
es reproducible y se conservan las caracteristicas morfolégicas de estas células

entre las distintas pacientes.

Paciente 1 Paciente 2
31 anos 28 anos

Paciente 4
46 afos o 29 anos

Paciente 5
34 anos

Figura 6. Analisis morfologico de células mesenquimales de distintas pacientes. Se presenta
un recopilado de micrografias a un aumento de 10x (Paciente 1, 2, 3, 4 y 5) de cada uno de los
cultivos establecidos de cada muestra de lipoaspirado de 5 pacientes participantes. Ademas, se
observa la formacién de colonias (flechas negras). En el recuadro superior derecho de cada una de
las micrografias una imagen a mayor aumento (40x), para mostrar con mayor definicion las células

mesenquimales aisladas. Tincion H&E, Microscopia de luz, 10x y 40x.
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Como parte del analisis morfolégico y para evaluar la integridad celular de
las células mesenquimales aisladas, se realizé marcaje para [ actina, proteina
estructural y componente del citoesqueleto; para calnexina, una proteina residente
del reticulo endoplasmico y para enolasa, enzima metabdlica residente en el
citoplasma.

En la figura 7 se muestran los resultados del analisis de la integridad celular
de las células mesenquimales aisladas. Los analisis de inmunofluorescencia
mostraron positividad para B actina en todo el citoplasma, para calnexina la
positividad mostré una distribucion perinuclear y la distribucién para enolasa se
observdé en el citoplasma. Determinandose que las células mesenquimales

obtenidas de lipoaspirados presentan integridad celular.

Citoesqueleto

Organelos

Calnexina

Enzima metabdlica

Figura 7. Determinacion de B actina, calnexina y enolasa. En la columna de la izquierda se
muestra el marcaje para los diferentes componentes celulares y en la columna derecha un merge

de las imagenes con DAPI para nucleos. Inmunofluorescencia. Aumento 40x.
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Para determinar que las MSCs cultivadas no presentaran secrecion de matriz
extracelular, tal como ocurre en las células fibroblastoides, se realizaron las
tinciones de PAS vy tricromico de Masson y se observo bajo el microscopio de luz.

Mediante las técnicas utilizadas, los cultivos de MSCs no mostraron
presencia de matriz extracelular. Los controles positivos (C y D) los cuales
corresponden a un corte histologico de colon humano (C) y a un corte histolégico
de piel humana (D), fueron donados por el departamento de histologia de la
Facultad de Medicina UANL.
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Figura 8. Analisis de la presencia de matriz extracelular. Cultivos primarios tefiidos bajo la
técnica de PAS (A) y Tricrémico de Masson (B) donde no se observa presencia de matriz
extracelular. En C y D se muestran los controles positivos para ambas técnicas. Microscopia de luz.

Aumento 10x.
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La senescencia celular es un fendmeno que tradicionalmente se ha
caracterizado por la detencion de la proliferacidén de células como respuesta a algun
tipo de dafo (Rodier & Campisi, 2011). Se sabe que la senescencia celular ocurre
como consecuencia del acortamiento de los teldbmeros después de repetidas
divisiones celulares (Cristofalo, Lorenzini, Allen, Torres, & Tresini, 2004).

Para determinar el maximo numero de pasaje celular previo a la expresion
de sefales de senescencia en nuestros cultivos primarios de MSCs (caracteristica
no deseable en cultivos celulares destinados para terapia celular), procedimos a
realizar una reaccion colorimétrica con X-gal. En esta técnica, se utiliza el reactivo
X-gal como substrato para la enzima 3-galactosidasa, la cual se encuentra en los
lisosomas. Y debido a que en las células senescentes hay un aumento de lisosomas
acumulados en su interior, la reaccion de B-galactosidasa con X-gal libera un
compuesto indélico insoluble de color azul que nos permite detectar las células en
estado senescente. Por este motivo, se realizo esta reaccion en células en pasajes
2,5y 7y se realizdé contratincion con violeta de cresilo para mostrar los nucleos.
Se puede observar en Figura 9 que es el pasaje 7 quien presenta datos de
senescencia celular (pasaje tardio) no observandose en pasajes tempranos.

A. Pasaje 2 B. Pasaje 5 C. Pasaje 7

Figura 9. Ausencia de senescencia en células mesenquimales cultivadas en pasajes
tempranos. En las micrografias A y B, correspondientes a células en pasajes 2 y 5, no se observa
positividad a la reaccion y se destaca el nucleo heterocromatico el cual forma parte de las
caracteristicas morfologicas de las MSCs. En la micrografia C, se observan las células en pasaje 7
con un franco y fino puntilleo de color azul en el citoplasma correspondiente a positividad a la
reaccion a B-galactosidasa (flechas negras). Aumento 40x.
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3. Determinacion de marcadores especificos y de pluripotencialidad en
células mesenquimales aisladas de tejido adiposo

Para poder de determinar la presencia de marcadores especificos de MSCs
de tejido adiposo en las células cultivadas, se realizaron analisis de
inmunofluorescencia. En la figura 10 se muestra positividad para los marcadores

CD90y CD105 y no se observo marcaje para CD34 ya que es un marcador negativo

para MSCs de tejido adiposo, y se encuentra en MSCs de origen hematopoyeético.

CD90 +

CD105 +
CD34 -

DAPI Merge

Figura 10. Determinacion de marcadores especificos de células mesenquimales aisladas de
tejido adiposo. En la primera columna se observa el inmunomarcaje para los distintos marcadores
utilizados. Las células mesenquimales cultivadas presentan marcaje positivo para CD90 y CD105 y
marcaje negativo para CD34. En la segunda columna se observan los nucleos marcaccs con DAPI
y en la tercera columna se observa un merge del marcador y de DAPI. Inmunofluorescencia.

Aumento 40x
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Para corroborar que las células MSCs aisladas presentan la expresion de
factores asociados a pluripotencialidad, se realizaron analisis de
inmunofluorescencia.

En la figura 11 se observan los resultados de los analisis para los
marcadores de pluripotencialidad. KLF4 (Kruppel-like factor 4) es un factor de
transcripcion presente en células pluripotenciales embrionarias y mostré6 marcaje
positivo. Otro de los marcadores que mostré positividad fue LIN28, presente
también en células pluripotenciales embrionarias e implicado en multiples
funciones, como la capacidad de diferenciacion a otros linajes celulares. NANOG2,
otro factor de transcripcion presente también en ESC, mostré marcaje positivo. Por
ultimo, las células mesenquimales cultivadas mostraron marcaje para OCT4
(Octamer-binding transcription factor 4 ) otro factor de transcripcion presente en

células embrionarias.

41



n
‘n
nn
n

Figura 11. Determinacion de marcadores de pluripotencialidad. En la primera columna se
observa el imunomarcaje para los distintos marcadores utilizados. Las células mesenquimales
cultivadas presentan marcaje positivo para KLF4 (nucleo), LIN28 (nucleo y citoplasma), NANOG2
(ntcleo) y OCT4 (nucleo). En la segunda columna se observan los nucleos marcados con DAPI y

en la tercera columna se observa un merge del marcador y de DAPI.
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DISCUSION

Las MSCs se han convertido en el grupo celular con mayor potencial
terapéutico en la medicina. La aplicacion clinica de estas células es aplicable a
todos los grupos. En este trabajo, se analizaron las caracteristicas fenotipicas de
células mesenquimales aisladas de diferentes muestras de lipoaspirados de
pacientes con diferentes edades.

La importancia del analisis morfologico de estas células radica
principalmente por su potencial terapéutico, no sélo por su estado indiferenciado,
sino como células que pueden ser sometidas a edicion génica (Filho et al., 2019)

para una futura terapia génica ex vivo.

En cuanto a los resultados mostrados en este trabajo, describimos la
morfologia de MSCs de 5 pacientes de diferente edad. Realizamos un analisis
morfolégico mediante diferentes técnicas histoldégicas evidenciando asi las
principales caracteristicas de las MSCs aisladas de tejido adiposo. Observamos su
forma celular ahusada y caracteristicas in vitro como la formacién de colonias y
adherencia a la placa (Cao, Liu, Xu, Xu, & Feng, 2015), asi como la ausencia de
matriz extracelular que observamos mediante las tinciones de PAS y Tricromico de
Masson. Todos los cultivos de MSCs establecidos mostraron las mismas
caracteristicas morfolégicas aun y cuando las pacientes eran de edades diferentes.
Se ha reportado que la cantidad de MSCs obtenidas a partir de tejido adiposo
depende de la edad del individuo, es decir, a mayor edad, se obtiene una menor
cantidad de MSCs (Liu et al., 2017), sin embargo estos resultados fueron de una
poblacién diferente a la mexicana asi como una menor muestra de tejido graso; la
técnica utilizada por dicho grupo de trabajo fue muy similar a la utilizada por
nosotros, variando en el numero de lavados realizados, la solucion utilizada (PBS
1x) asi como el numero de rpm (1000) en el paso final de centrifugacion. En relaciéon
a las caracteristicas fenotipicas, nuestras observaciones son muy similares a
numerosos reportes, aun y cuando estos reportes se han realizado en diversas

poblaciones mundiales.
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La actividad de [B-galactosidasa es el método mas utilizado para la
identificacion de células en estado senescente. Nosotros observamos deteccion de
esta enzima en el pasaje 7 de las células aisladas, no mostrandose asi en pasajes
tempranos (pasajes 2 y 5); asi mismo han reportado también la deteccion de B-
galactosidasa a partir del pasaje 5 o incluso hasta el pasaje 11 mediante esta misma
técnica (Liu et al., 2017) (Gu et al., 2016). Esta disparidad en el numero de pasaje
donde se observd el fenomeno de senescencia entre previos trabajos y nuestros
resultados, quizas pudiera deberse a diversos factores externos que pudieran estar
influenciando la calidad de las MSCs. Debemos tener en cuenta que la senescencia
celular es inducida por factores intrinsecos y extrinsecos (Courtois-Cox, Jones, &
Chichowski, 2008)(Chakkalakal, Jones, Basson, & Brack, 2012) como estrés
oxidativo, mutaciones en el ADN mitocondrial, exposicion a radiacion ultravioleta
(UV), por solo mencionar algunos. Conforme se realizan pasajes a las células
cultivadas, la senescencia celular puede desencadenarse por agotamiento
replicativo, dafio en el ADN y acortamiento de los telomeros (Chakkalakal et al.,
2012). Por otro lado, es importante mencionar que en este trabajo solo se muestran
resultados de 5 participantes con diferente edad, quizas para darle solidez a
nuestros resultados, se deberia incrementar el numero de participantes para cada
edad.

La caracterizacion mediante clusters de diferenciacion (CD) a las MSCs, ha
significado todo un reto para los investigadores. Ya que, aun y cuando se aislen de
la misma fuente, las células pueden presentar distintos marcadores a lo largo de
los pasajes; sin embargo, se han establecido marcadores para poder confirmar el
origen celular y determinar el estado de diferenciacion de las células aisladas
(Mushahary, Spittler, Kasper, Weber, & Charwat, 2018). Nuestros resultados
demuestran que las células que se aislaron de las diferentes muestras de
lipoaspirados, presentan un marcaje positivo para CD105 y CD90, siendo estos
marcadores especificos de MSCs de tejido adiposo (Mushahary et al., 2018)
(Gimble, Katz, & Bunnell, 2007) (Im, 2017) (Cao et al., 2015) ademas, mostraron
un marcaje negativo para CD34, el cual es un marcador especifico de MSCs de
origen hematopoyeético.
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Determinar la presencia de marcadores de pluripotencialidad en MSCs, ya
sea de tejido adiposo o de otras fuentes, ha proporcionado un mayor conocimiento
sobre las bases moleculares de la diferenciacion de estas células hacia distintos
linajes. Se ha reportado que los depdsitos de tejido adiposo de individuos obesos
ya han comprometido todas sus reservas de MSCs para diferenciarse al linaje
adipogénico, y por lo tanto, disminuyen su capacidad para generar nuevos
adipocitos (Danforth, 2000)(Cedeberg & Enerback, 2003). En nuestros resultados
mostramos que las MSCs aisladas presentaron marcaje positivo para los factores
de pluripotencialidad KLF4, LIN28, NANOG2 y OCTA4.

Se ha reportado que a mayor expresion de KLF4 mayor es la capacidad de
la célula mesenquimal para su diferenciacion a un linaje celular de musculo liso (Aji
et al., 2017). Por otra parte, se ha observado una disminucion en la expresion de
LIN28 en células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo cuando hay
una alteracion de la funcién de la glucosa (Pérez et al., 2013). Nanog2, otro de los
factores de transcripcién expresado en las MSCs aisladas, se ha reportado como
un regulador de la capacidad de diferenciacion en MSCs, (Langroudi, Forouzandeh,
Soleimani, Atashi, & Golestaneh, 2013) (Lengner et al., 2007) recalcando que la
mayoria de lo reportado se ha realizado en MSCs de origen hematopoyético y no
en tejido adiposo (Pitrone et al., 2019). Se ha reportado que la expresién de NANOG
disminuye la capacidad de proliferacion celular e induce la detencidén del ciclo
celular en MSCs derivadas de tejido adiposo. Por otro lado, una menor expresion
de OCT4 en MSCs derivadas de tejido adiposo, se ha asociado con una menor

capacidad de diferenciacion a un linaje osteogénico.

En este trabajo se logro evaluar las caracteristicas morfolégicas de células
madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo aisladas de diferentes
pacientes. Estas caracteristicas nos permiten observar una viabilidad estable de
estas MSCs. De acuerdo a estos resultados, las MSCs obtenidas podrian ser
utilizadas para terapia celular.
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CONCLUSIONES

e Los cultivos obtenidos de muestras de diferentes pacientes mostraron las
caracteristicas fenotipicas propias de cultivos de células madre
mesenquimales no hematopoyéticas.

e La caracterizacion fenotipica realizada de los cultivos de células madre
mesenquimales demuestra que existe homogeneidad entre las diferentes
muestras de lipoaspirados de distintas pacientes con diferente edad.

APORTACIONES Y PERSPECTIVAS

e Los cultivos de células madre mesenquimales establecidos a partir de los
lipoaspirados, representan una fuente valiosa como herramienta terapéutica
para diversas enfermedades.

e Estos resultados son importantes para estudios posteriores en el campo de

terapia celular y terapia génica.
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ANEXOS

Tincién H-E
1. Realizar lavado con agua destilada de forma breve.
2. Colocar cubreobjetos en Hematoxilina de Gill por 2 min.
3.. Lavar con agua de la llave de forma lenta; realizar dos lavados.
4. Sumergir de forma rapida en Alcohol Acido.
5. Lavar con agua de la llave de forma lenta; realizar dos lavados.
6. Colocar cubreobjetos en Agua amoniacal de forma rapida 2 veces (2
inmersiones rapidas).
7. Lavar con agua de la llave de forma lenta; realizar dos lavados.
8. Enjuagar con agua destilada de forma breve.
9. Sumergir los cubreobjetos 6 veces de forma rapida en Eosina.
9. Aclarar con alcohol etilico 70° de forma breve.
10. Aclara en alcohol etilico 96° de forma breve.
10. Aclarar en etanol absoluto (100°) de forma rapida.
11. Aclarar en Etanol-Xilol por 1 minuto.
12. Colocar en Xilol por 30 seg.

14. Realizar montaje con resina sintética o Entellan

Para la preparacion se debe seguir el orden, en agitacidon, a temperatura ambiente

por 1 hora, filtrar antes de usar por primera vez.

Eosina

Solucion stock (concentrada):

Eosina amarillenta 1.0 grs.
Agua destilada 20 mL
Alcohol del 96° 80 mL
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Solucion de trabajo:
Tomar una parte de la solucién stock y agregarla en tres partes de alcohol de

80°C. Antes de usar agregar 0.5 mL de acido acético glacial, por cada 100 mL de

colorante preparado y agitar.

Solucién de Alcohol-Acido (Diferenciador o decolorante).
Alcohol de 70° 99 ml

Acido Clorhidrico (HCI) 1 ml

Solucion de Agua Amoniacal (Virador).

Agua destilada 99 ml

Hidroxido de Amonio 1 ml

Tincion Violeta de Cresilo

1. Realizar 2 lavados con agua destilada de 2 minutos cada uno.

2. Aplicar la solucion de violeta de cresilo a los cubreobjetos por 20 min en un
horno a 45°C.

3. Realizar enjuague en agua destilada.

4. Realizar deshidratar en alcoholes de 100°, 96° y 70° por 30 seg c/u.

8. Aclarar con 2 cambios de xilol de 5 min c/u.

5. Realizar montaje con resina.

Preparacion de soluciones
Violeta de cresilo 0.5%

Violeta rapido de cresilo 0.5grs de
Agua destilada 100 ml
Solucion diferenciadora 0.025 %

Acido acético glacial 250 pl
Alcohol etilico absoluto 100 ml
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Tricromico de Masson

1. Usar como “mordente” el fijador de Bouin por 30-60 min a 56 °C, o toda la
noche a temperatura ambiente.

2. Lavar en agua corriente hasta que el color amarillo desaparezca.

3.Enjuagar los cortes en agua destilada.

4. Tenir con hematoxilina Férrica de Weigert durante 10 min.

5. Lavar en agua corriente 5 min o hacer 3 cambios de 15 segundos

6. Enjuagar en agua destilada.

7. Teiir con la solucion de Fucsina-Escarlata por 5 segundos (el tiempo depende
de la calidad y/o concentracion y tiempo de uso o de preparacion del colorante).
8. Lavar varias veces en agua destilada hasta que ésta deje de teirse.

9. Pasar los cortes a la solucion de acidos fosfomolibdico y fosfotungstico durante
10 min. Enjuagar brevemente con agua destilada.

10. Colorear con la solucién de Azul de Anilina durante 15 segundos (el tiempo
depende de la calidad y/o concentracion y tiempo de uso del reactivo).

11. Lavar con agua destilada varias veces hasta eliminar el exceso del colorante.
12. Pasar al acético acuoso por 1-2 min.

13. Deshidratacion gradual en alcoholes por unos segundos (cuidar que no se
decolore).

15.  Continuar con el alcohol absoluto hasta acarar en xilol y montar en resina.

Preparacion de soluciones

Hematoxilina férrica de Weigert

Solucion A

Hematoxilina (anhidra) 1qr.
Alcohol de 96° 100 ml
Solucion B

Cloruro férrico acuoso al 29 % 4 ml
Agua destilada 95 ml
Acido clorhidrico concentrado 1 ml
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Solucion de trabajo:

Mezclar partes iguales de las soluciones A y B. (Debe renovarse peridodicamente

dependiendo del uso y de consistencia, con el tiempo suele precipitarse).

Solucion acuosa de Cloruro Feérrico
Cloruro férrico

Agua destilada

Solucion acuosa de escarlata
Escarlata de Biebrich

Agua destilada

14.5 gr.

50 ml

de Biebrich
1gr

100 ml

Solucion de acidos fosfomolibdico y fosfotungstico

Acido Fosfomolibdico

Acido Fosfotingstico

Agua destilada

Solucion acuosa de acido acético al 1%
Acido acético glacial

Agua destilada

Solucion de azul de anilina

Azul de anilina

Agua destilada

Acido acético glacial

Solucién fijadora de Bouin

Solucién acuosa saturada de acido picrico
Formaldehido (36-38 %)

Acido acético glacial

Sgr
Sar.
200 ml

1ml
99 ml

25¢r
100 m
2ml

75 m

25 ml
5mil
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PAS

. Colorar la solucion del acido peridédico de 5-10 minutos.

2. Enjuagar los cortes en agua destilada.

® N o o

9.

Colocar el reactivo de Schiff, dejar incubando por 20 minutos; se debe revisar
que el tejido adquiera un color rosa palido.

Diferenciar los cortes en la solucion de enjuague sulfurosa dando 2 cambios de
2 minutos.

Enjuagar los cortes en agua destilada.

Contrastar con hematoxilina de Gill por 1 a 2 minutos.

Lavar los cortes en agua corriente.

Decolorar los cortes en alcohol-acido, cuidando de no desteiir demasiado, y
lavar en agua corriente.

Virar con agua amoniacal, lavar en agua corriente y enjuagar con agua destilada.

10.Deshidratar en alcoholes graduales hasta alcohol absoluto.

11.Aclarar en xilol y montar con resina.

Preparacion de soluciones

Solucién acuosa de acido periddico 0.5%

Acido periddico (cristales) 05¢g
Agua destilada 100 ml
Solucién de enjuague sulfurosa

Agua destilada 300 ml
Acido clorhidrico 1N 15 ml
Metabisulfito de sodio 10% 18 mi
Solucion de Metabisulfito de sodio 10%
Metabisulfito de sodio 10% 1049
Agua destilada 100 ml
Solucion de acido clorhidrico 1 N

Acido clorhidrico 8.35 ml
Agua destilada 91.65 ml
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Reaccion para B-galactosidasa

1. Realizar 3 lavados con 3 cambios de PBS durante de 5 minutos cada unoy
luego enjuagar con agua destilada.

2. Andadir la solucién de trabajo X-gal a 37 ° C durante 24 horas (se utiliza una
camara humidificada para evitar que los cubreobjetos se sequen).

3. Enjuagar en PBS 1x 2 veces por 5 minutos cada enjuague

4. Enjuague con agua destilada brevemente.

5. Realizar contratincion con rojo rapido durante 5 minutos.

6. Enjuagar en agua destilada.

7. Montar con medio de montaje acuoso.

Buffer de dilucion X-gal

Ferricianuro de potasio cristalino (5 mM) 160 mg
Ferricianuro de potasio trihidrato (5 mM) 210 mg
Cloruro de magnesio (2 mM) 20 mg
PBS 1x 100 ml

Mezclar bien y almacenar a 4 °C, protegido de la luz. Calentar a 37°C antes de

usar.

Solucion madre X-gal (4% en DMF):

X-gal 20 mg
DMF (N, N Dimetilformamida) 0.5ml

Mezclar hasta que esté completamente disuelto. Aimacenar a —20 °C, protegido

de la luz.

Solucion de trabajo X-gal:
Primero calentar el tampdn de dilucién X-gal a 37 °C para evitar la precipitacion de
X-gal. Posteriormente, diluir la solucion madre de X-gal 1:40 en el buffer de

dilucion X-gal caliente (mantener el buffer a 37 ° C antes de aplicar).
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