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Resumen

Una de las fuentes de obtencion de células madre mesenquimales, son

provenientes de la gelatina de Wharton (GW) del cordon umbilical humano
(CUH). Estas presentan una serie de ventajas con respecto a las CMMs de otros
tejidos; debido a su naturaleza mas primitiva, son consideradas como células
madre pluripotentes, lograndose diferenciar a linajes no mesenquimales como:
células pulmonares, cardiomiocitos, neuronas, entre otros, con una baja
incompatibilidad inmunoldgica. El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion
de las CMMs derivadas del CUH antes y después de un proceso de
criopreservacion por vitrificacion, evaluando, ademas, su proliferacion y
potencialidad de diferenciacion neurogénica in vitro. Los cultivos primarios se
establecieron con una eficacia de 71,43% (n=7), mediante el método de
disgregacion enzimética de la GW y con una viabilidad celular de 95,77%. Los
cultivos primarios y los subcultivos se caracterizaron morfolégicamente,
observandose principalmente dos fenotipos: células de tipo fibroblasto y células
de amplio volumen citoplasmatico. Estos se demostraron con la coloracién de
rutina May-Grunwald-Giemsa e inmunocitoquimicamente, utilizando como
marcador molecular el anticuerpo monoclonal contra la proteina Vimentina, en
donde, las del tipo fibroblasto presentaron una mayor intensidad en el marcaje.
Las células amplificadas entre el 2% y 5% pasaje se criopreservaron por
vitrificacion, siendo descongelados entre 4-16 semanas, evidenciandose que
estas mantuvieron sus caracteristicas morfologicas, capacidad de adherencia,
de proliferacion, asi como también su potencialidad de diferenciacion

neurogénica in vitro, en donde se apreciaron células similares a neuronas



bipolares, multipolares y células gliales, los cuales se confirmaron por medio de
la caracterizacion histoquimica con la tincion Violeta de Cresilo y Bielschowsky e
inmunocitoquimica usando un anticuerpo en contra de neurofibrillas. Por lo tanto,
se concluye que la criopreservacion por vitrificacion es un método eficaz, ya que
permite que las células mesenquimales del cordon umbilical humano conserven
su identidad morfolégica y su potencialidad de diferenciacibn neurogénica

después de la congelacion.

Palabras claves: células madre mesenquimales, gelatina de Wharton,

cordén umbilical humano, diferenciacion neural, vitrificacion.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, las células madre han tomado gran importancia por
parte de investigadores, debido a sus propiedades biolégicas, como: la
autorenovacion y diferenciacion celular utilizadas en la terapia celular, medicina
regenerativa e ingenieria de tejidos (Guerrero y col., 2007; Marquez-Curtis y col.,

2015), abriendo esperanzas en el tratamiento de distintas enfermedades.

Células madre y su clasificacion.

Las células madre son un grupo de células indiferenciadas,
caracterizadas por su capacidad de autorenovarse indefinidamente y de originar
células hijas comprometidas en determinadas rutas de desarrollo, que
finalmente, a través de la diferenciacion se convierten en tipos celulares
especializados (Weissman y col., 2001; Mata-Miranda y col.,, 2013; Wang y
Zhao, 2013), de manera morfolégica y funcional (Raff, 2003; Prosper y Herreros.,
2004; Dominici y col., 2006). Entre sus funciones primordiales se encuentran el
de mantener, generar y reemplazar las células diferenciadas, contribuyendo a la
homeostasis, como consecuencia de la autorenovacion, fisiolégica o en
respuesta al dafio tisular secundario a una agresion (Horwitz, 2003; Arbos y col.,

2013).

Los términos utilizados para definir una célula madre, obedecen al
comportamiento celular bajo diferentes condiciones in vitro o in vivo (Weissman y
col.,, 2001), teniendo esto en cuenta, pueden clasificarse: de acuerdo a la
potencialidad, es decir; a la capacidad de originar tejidos, existen cuatro tipos de

CM:

Las totipotentes como el cigoto, capaces de dar origen a un individuo

completo (tejido embrionario) y las membranas extraembrionarias (Prosper y

1



Herreros, 2004; Jaenisch y Young, 2008), esta potencialidad se restringe a
medida que transcurre el desarrollo embrionario. Las pluripotentes presentes en
la masa celular interna del blastocito, pueden generar células diferenciadas de
cualquiera de las tres capas embrionarias (endodermo, mesodermo vy
ectodermo) (Fig. 1), ademas de las células germinales. Las multipotentes se
diferencian en todos los tipos celulares procedente de una misma capa
embrionaria del tejido en el que residen o se obtiene (Prosper y Herreros, 2004),
por lo general encontrados en tejidos adultos; y por ultimo; las unipotentes, con
un menor potencial de diferenciaciéon, dando origen a un tipo celular especifico

(Weissman y col., 2001; Présper y Verfaillie, 2003; Raff, 2003).
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Fig. 1. Modelo jerarquico de los tipos de células madre segln su

potencialidad (Tomado y modificado de Présper y Verfaillie, 2003).

Segun el tejido de origen, las CM pueden proceder del embridon en sus

primeras fases de desarrollo o de un organismo adulto, de ahi que se



denominen como: células madre embrionarias y células madre adultas (Riafio y
col., 2007). Las células madre embrionaria s6lo pueden ser obtenidas, a partir de
la MCI del blastocito de embriones de mamiferos (Fig. 2), consideradas como
células pluripotentes (Présper y Herreros, 2004; Arbés y col., 2013; Pérez,
2014). Este tipo de CM, son capaces de replicarse y dividirse en cultivo por
largos periodos de tiempos sin mostrar alteraciones cromosémicas (Merentes
1993; Forraz y McGuckin, 2011). Sin embargo, presentan implicaciones éticas
por la destruccién de embriones para la obtencion, cultivo e investigacion celular.
La gran ventaja de las CME radica en su enorme potencial de diferenciacion,
pero esta caracteristica ha limitado su uso terapéutico por el alto riesgo de

formacion de teratomas (Reubinof y col., 2000; Nombela, 2007; Garcia, 2015).

Por otra parte, las células madre adultas pueden obtenerse de los
distintos tejidos encontrados en el organismo, siendo consideradas como
multipotentes (Fiore y col.,, 2017), adquieren -caracteristicas fenotipicas y
funcionales, como respuestas a cambios y a estimulos del microambiente en el
gue se desarrollen (Simons y Clevers, 2011). Se ha demostrado que las CMA no
solo pueden generar células de su tejido de origen, sino que pueden derivar en
células de tejidos de otras capas embrionarias (Raff, 2003), con capacidad de
diferenciarse a células neuronales, pulmonares, islotes de células beta
pancredticas, células epiteliales corneales o cardiomiocitos, entre otros, por lo
gue pueden usarse para el tratamiento de numerosos tejidos dafiados y
desordenes degenerativos (Consuelo y col., 2014). Sin embargo, no pueden
definirse como CM pluripotentes. Dentro de este grupo de células, se han
investigado las CMMs, debido a su gran potencial proliferativo y de

diferenciacion (Pacini, 2013; Wang y Zhao, 2013).
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Fig. 2. Aislamiento y obtencién de células madre embrionarias. El blastocito
esta formado por una capa externa denominada trofoblasto y una masa celular
interna, con capacidad de diferenciarse en todos los tipos celulares existentes en

el organismo adulto (Tomado y modificado de: Pérez, 2014).

Células madre mesenguimales.

Las células madre mesenquimales se encuentran en el tejido conectivo de
distintos 6rganos como la medula 6sea, tejido adiposo, tejido sinovial, musculo
esquelético, cordén umbilical, entre otros. Estas CMA fueron caracterizadas por
primera vez por Friedenstein y col., en 1976, las cuales se aislaron a partir de la
MO (Koc y Lazarus, 2001), describiéndolas como células adherentes de
morfologia fibroblastica, que desarrollan unidades formadoras de colonias
(Castro y Montesinos, 2015), con una extensa capacidad de proliferaciéon y de
diferenciacion (Koc y Lazarus, 2001; Arévalo y col., 2007; Arbés y col., 2013;
Pacini, 2013; Wang y Zhao, 2013). Las CMMs derivan de la capa embrionaria

del mesodermo, diferenciandose en células que conforman los tejidos de esa
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misma capa embrionaria, como: condrocitos, osteoblastos y adipocitos
(Pittenger y col., 1999; Prosper y Verfaillie, 2003; Garzén-Perdomo y col., 2017).
A pesar de haberse probado su potencial de diferenciacion, como células
multipotenciales, y su capacidad para diferenciarse en linajes neuroectodérmicos
(Garzén-Perdomo y col., 2017), no pueden ser consideradas como células
madre pluripotenciales, debido a que no logran diferenciarse en tejidos

derivados del endodermo (Koc y Lazarus, 2001).

CARTILAGO
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Fig. 3. Diagrama esquematico de linajes de diferenciacion de las células

madres mesenquimales (Tomado y modificado de: Cardozo, 2015).

En el afio 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular propuso tres
criterios para definir la CMMs (Dominici y col., 2006), éstas deben: 1) poseer la
capacidad de adherencia al plastico en condiciones de cultivo; 2) presentar la
expresion de los antigenos de superficie CD105, CD73, CD90 y ausencia de
antigenos hematopoyéticos CD45, CD34, CD14, CD79, HLA-DR vy, por ultimo, 3)

poseer la capacidad de diferenciarse in vitro a los linajes osteogénico,



condrogénico y adipogénico (Fig. 3) (Arévalo y col., 2007; Carvalho y col., 2011;

Arbos y col., 2013: Arutyunyan y col., 2016).

Las células madre mesenquimales de la medula 6sea han sido muy
estudiadas. El gran interés de éstas, se basa en su eficiencia de aislamiento y
un bajo problema ético (Connolly y col., 1990), pero éstas contienen un bajo
namero de células madre, ademas, de la disminucion del potencial de
proliferacion y diferenciacién celular, segin aumenta la edad del donante y su
dificultad de extraccion, hacen de este tejido un problema (Kern y col., 2006).
Debido a estas desventajas, se han buscados otras fuentes de tejidos de CMMs,
como las obtenidas a partir de la piel, cérvix, pulpa dental, tendén, sangre y GW
provenientes del cordén umbilical, entre otros, que posean una mayor capacidad
de proliferacion y diferenciacion celular, con una menor controversia por las
técnicas de aislamiento celular. (Pacini, 2013; Castro y montesinos, 2015;

Arutyunyan y col., 2016).

Corddn umbilical humano.

El corddén umbilical, constituye una estructura de tejido conectivo de
origen extraembrionaria fundamental, que conecta la circulacién fetal con la de la
placenta (Di Naro y col., 2001; Fan y col., 2011; Pifia y col., 2015; Davies y col.,
2017); actuando como una barrera, cuya principal funcién es el transporte de
fluidos, los cuales son esenciales para el desarrollo y crecimiento embrionario

(Olaya y col., 2015) e innecesario en la vida extrauterina (Pifia y col., 2015).

El CUH presenta un aspecto tubular, con un tamafio variable entre 55 y
65 cm de largo (Raio y col., 1999; Di Naro y col., 2001; Pifia y col., 2015) y un
didmetro de 1 a 2 cm (Cabero y col., 2007; Davies y col., 2017), presentado una
morfologia con dos arterias y una vena (Fig. 4) embebidas en un tejido conectivo

6



mucoso de origen mesenquimal (Fan y col., 2011), conocido como gelatina de
Wharton, rodeado por un epitelio amniético (Batsali y col., 2013). Los vasos
umbilicales (Arteria y vena) se enrollan en espiral en el tejido conectivo mucoso,
en el que no hay vasos linfaticos ni capilares (Arutyunyan y col., 2016). Ademas,
a diferencia de otros vasos de similar didmetro en el ser humano, los vasos
umbilicales solo comprenden una tdnica intima y media, sin una tdnica

adventicia (Davies y col., 2017).

Vena Gelatina de Wharton

Arterias Epitelio Amniético

Fig. 4. Caracteristicas del Cordon umbilical humano. Se aprecian los vasos
umbilicales (dos arterias y una vena), la gelatina de Wharton y su respectivo
epitelio de recubrimiento del CUH (epitelio amniético) (Tomado y modificado de:

Mennan y col., 2013).

Es importante destacar, que el CUH es una fuente doble de células
progenitoras, teniendo: las células madre hematopoyéticas obtenidas a partir de
la sangre y las células mesenquimales derivadas de la gelatina de Wharton
(Forraz y McGuckin, 2011). Las células de la sangre del CUH, pueden generar

progenitores mas diferenciados que dan lugar a los distintos tipos celulares

7



presentes en la sangre, como: glébulos blancos, glébulos rojos y plaguetas (Ye y

col., 1994; Bongso y Fong, 2013).

Gelatina de Wharton.

Por otro lado, la GW es un tejido caracterizado por la abundancia de
componentes de la matriz extracelular, tales como: glicosaminoglicanos y
proteoglicanos, siendo el de mayor abundancia el acido hialurénico (Sobolewski
y col.,, 1997; Pacini, 2013), que brinda una mayor hidrataciébn a la matriz
extracelular, protegiendo al CUH de presiones mecanicas (Sakamoto y col.,
1996). Ademas, de muchos otros componentes embebidos en una matriz fibrilar
de colagenos de tipo I, II, I, IV, VI y VII (Chan y col., 2006), aportando a la GW,
propiedades de viscoelasticidad y viscoporosidad, permitiendo que el CUH tenga
la flexibilidad y rigidez para resistir la compresion por los movimientos fetales,

evitando asi la pérdida de la oxigenacion fetal.

Las células madre mesenquimales derivadas de la GW, fueron aisladas,
cultivadas y caracterizadas in vitro por primera vez por McElreavey y col., en
1991, siendo células similares a fibroblastos con potencial de crecimiento. Estas,
han sido definidas en tres regiones de la GW: la perivascular, situada alrededor
de los vasos umbilicales; el intervascular, propiamente las células madre de la
GW, situada entre los vasos umbilicales y la region subamniotica (Fig. 4). Las
células de estas regiones comparten una alta capacidad de proliferacién y
diferenciaciéon. Sin embargo, se observaron que las células de la region
subamnidtica eran menos diferenciadas en comparacion con las de la region
perivascular, en donde ambas provenian de origenes embrionarios distintos
(Nanaev y col., 1997 citado en Davies y col., 2017). Asimismo, se ha demostrado

gque las CMMs derivadas de la region perivascular, comprenden una



subpoblaciéon distinta (Batsali y col., 2013), en donde las células son de
citoplasma ancho, con un menor potencial de diferenciacion y proliferacion,
llegando a expresar citoqueratinas. En cambio, las otras CMMs de la GW son
menos diferenciadas, no expresan citoqueratinas, apreciandose fusiforme en los
cultivos, presentando un potencial de diferenciacion y proliferacion mayor (Can y

Karahuseyinoglu, 2007).

Epitelio amnidtico

Regiéon subamnidtica

Corte transversal
del CUH

Vena umbilical

Region
perivascular

Gelatina de Wharton

(GW)

Arteria umbilical

Fig. 5. Diagrama tridimensional de la estructura del cordén umbilical
humano. Se aprecian la Gelatina de Wharton, vasos sanguineos (arterias y

vena) y el epitelio (Tomado y modificado de: Davies y col., 2017).

Estudios han propuestos que las CMMs provenientes de la GW, tienen
propiedades Unicas en comparacion a células mesenquimales de otras fuentes.
Se conoce que poseen caracteristicas intermedias entre las células embrionarias
y adultas, debido a la expresion de marcadores de ambos tipos celulares
(lancheran y col., 2009), siendo consideradas, como células pluripotentes
(Troyer y Weiss, 2008) y sugeridas como CMMs primitivas (Mitchell y col., 2003;
Ma y col., 2005, Frausin y col., 2015; Oliver-Vila y col., 2015), logrando

diferenciarse a células de origen no mesenquimal, como pulmonares, islotes de
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células R-pancreéticas, células epiteliales corneales, cardiomiocitos y células
nerviosas, entre otras (Woodbury y col.,, 2000; Pacini, 2013; Tantrawatpan y
col., 2013; Consuelo y col., 2014; Kalaszczynska y Ferdyn, 2015; Drela y col.,
2016). También, son células de féacil aislamiento a través de meétodos no
invasivos, con un potencial de proliferacién celular mayor que las CMMs
derivadas de otras fuentes (Chatzistamatiou y col., 2014; Drela y col., 2016),
debido a factores, como el bFGF encontrados en la GW, que restaura la
actividad de la telomerasa (Kurz y col., 2003). Por sus propiedades
inmunomoduladoras han obtenido una creciente atencibn en el ambito
investigativo (Chen y col., 2016), presentando una baja expresion de moléculas
del MHC clase | (Wu y col., 2007), y no expresan el MHC clase Il (Chan y col.,
2006), explicando la inhibicion de respuestas inmunitaria. Por todas estas
ventajas, constituyen una linea de investigacion en el campo de la medicina
regenerativa cuyo objetivo es la regeneracion de 6rganos y tejidos (Riafio y col.,

2007).
Neurogénesis in vivo.

El desarrollo del sistema nervioso se inicia con la formacion del
neuroectodermo (Cowan, 1987), el cual se engrosa en la linea media del
embrion formando la placa neural (Moore y col., 2010). Posteriormente, la placa
neural se invagina y sus extremidades laterales se fusionan originando el tubo
neural. Por un proceso de proliferacién y migracién, se da origen al encéfalo y
medula espinal (Gilbert, 2005; Moore y col., 2010). Con la formacion del tubo
neural y como resultado de pliegues, se desarrollan tres regiones vesiculares:
prosencéfalo, mesencéfalo y rombencéfalo separadas por constricciones

(Purves y col., 2007; Rodriguez y col., 2012). Consecutivamente, se inicia la
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generacion y diferenciacion celular del tubo neural, compuesto por células
neuroepiteliales. Este, siendo mit6ticamente activo, produce neuroblastos por la
accion de la proteina neurofibrilar y luego, a los glioblastos por efecto de la
proteina glial fibrilar acida, presentando propiedades y funciones distintas
(Schuurmans y Guillemot, 2002; Purves y col., 2007; Rodriguez y col., 2015).
Durante la proliferacion celular del neuroepitelio, el nicleo es desplazado dentro
de las células entre las membranas limitantes de la pared del tubo neural,
provocando cambios morfolégicos celulares, lo que da la caracteristica de

pseudoestratificado al neuroepitelio (Rodriguez y col., 2015).

Los neuroblastos son los precursores de los distintos tipos de neuronas
(Fig. 6) (Schuurmans y Guillemot, 2002), que al perder su capacidad de
proliferacion se diferencian en neuroblastos bipolares, éstos mantienen contacto
con las paredes del tubo neural. Posteriormente, los neuroblastos retraen su
prolongacion de la membrana limitante interna del tubo neural, convirtiéndose en
neuroblastos unipolares. Al acumular grandes cantidades de reticulo
endoplasmatico rugoso, las células inician la generacion de multiples
extensiones, dando lugar a la formacién de neuroblastos multipolares, que
posteriormente se diferenciardn en dendritas y axones (Rodriguez y col., 2015).
Estas células que pasan por las etapas unipolar, bipolar y multipolar llegan a ser
neuronas maduras (Afifi y Bergman, 1999 citado en Calderén, 2007). Con
respecto, a los glioblastos son los precursores de las células gliales
(Schuurmans y Guillemot, 2002). De éstas se han identificado dos tipos distintos
de astrocitos: los astrocitos fibrosos que tienen lugar esencialmente en la
sustancia blanca, situados entre los axones de haces mielinizados y los

astrocitos protoplasmicos encontrados principalmente en la sustancia gris
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dispersa entre los cuerpos neuronales, constituyendo una gran proporcion del
volumen citoplasmatico de la sustancia gris (Ross y Pawlina, 2007; Welsch y
Sobbotta, 2008). Al igual que los astrocitos, se tiene que los oligodendrocitos se
generan a partir de células precursoras neurales pluripotentes del tubo neural
(Billon y col., 2006), éstas células forman un tejido llamado oligodendroglia,
encargadas de producir mielina dentro del SN que rodean los axones y dendritas
en la sustancia blanca (Purves y col., 2006 citado en Calderén, 2007). Una vez
que se han producido los glioblastos, ocurre la formacion de las células
ependimarias, que cubren los espacios de las cavidades del sistema nervioso
central (Purvesy col., 2007).

Espongioblasto Célula

T R - ependimario ependimocitos
e Espongioblasto
g fijo

Glioblastos

\ Oligondendrocitos
Neuroblasto
Ay ©
(S
Neuroblasto bipolar Astrocito

. protoplasmatico

Neuroblasto monopolar

Tubo neural

-

Astrocito fibroso

Neurona multipolar

Fig. 6. Tipos celulares derivados del neuroepitelio del tubo neural. Se
observan las células progenitoras y la diferenciacion de las mismas alcanzando

la madurez neuronal (Tomado y modificado de Rodriguez y col., 2015).
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Concluido el periodo mitotico, inicia el periodo de migraciéon neuronal, en
donde las células postmitoticas dejan la zona ventricular del tubo neural y migran
a las regiones que van a ocupar de manera definitiva con sus funciones
especificas. Las células contintan proliferando y migrando de la zona ventricular,
guiadas por células glias especializadas (Cowan, 1987), esta es una forma
altamente especializada de locomocion celular dependiente de la relacion entre
las neuronas y la glia (Poch, 2001). La migracién celular puede ocurrir de
manera simultdnea con la diferenciacion celular. Las células postmitoticas que
se encuentra migrando, inician el desarrollo de sus prolongaciones,
extendiéndose hacia las regiones donde se establecerdn (Rubenstein y Rakic,

2003).
Criopreservacion de células madre.

Uno de los métodos mas prometedores para el mantenimiento de la
viabilidad y funcionalidad de las células en cultivo (Day y Stacey, 2007), es el
proceso de criopreservacion, que consiste en la conservacion del material
celular, tejidos u 6rganos a temperaturas bajas, normalmente, a temperatura del
nitrégeno liquido (-196°C) (Magaiia, 2011). Uno de los tipos de criopreservacion
existente es la vitrificacion, que es el proceso de solidificacion de un liquido sin
su cristalizacion, por lo cual el agua del tejido o célula permanece sin congelar
en un estado no cristalino durante el enfriamiento, teniendo como objetivo la
funcionalidad y mantenimiento de la viabilidad celular (Avila-Portillo y col., 2006;

Lopez, 2015).

Se tiene que la estructura y composicion de las membranas plasmaticas,

determinan los eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de

13



criopreservacion, siendo afectadas la difusion y ésmosis a través de las
membranas por las bajas temperaturas. Asimismo, el proceso se ve afectado por
diferentes variables, como la permeabilidad celular, volumen osméticamente
inactivo y relacion superficie/area de la célula, la cual es variable de acuerdo a la

especie, tipo y estadio de la célula a congelar (Avila-Portillo y col., 2006).

El entender y aplicar la criopreservacion del material biolégico de manera
adecuada, es sumamente importante para la creacion de bancos de células,
para esto se debe tomar en cuenta que cada célula maneja un perfil biofisico de
interaccion con diferentes CPO. Estos son significativos, al momento de brindar
al material biolégico las condiciones adecuadas para una alta supervivencia,
debido a que evitan la formacién de cristales de hielo intracelular y la destruccion
celular por accibn mecanica directa (Day y Stacey, 2007), por lo cual los CPO
deben ser capaces de penetrar a la célula y de presentar una baja toxicidad. El
CPO mayormente utilizado para la proteccibn de las células durante la
congelacion es DMSO, este atraviesa la membrana celular de manera rapida
(Avila-Portillo y col., 2006). En un estudio realizado, se emplearon diversos CPO,
como: polivinilpirrolidona, metilcelulosa y DMSO, con protocolos de congelacién
para la criopreservacion de las CMMs, en este se concluy6é que al utilizar una
concentracion del 10% de DMSO vy efectuando etapas de enfriamiento lento, no
se afectaba la viabilidad y capacidad de diferenciacion celular (Hunt, 2011); sin
embargo, en altas concentraciones pueden causar toxicidad a las células
(Campos, 2014; Shivakumar y col., 2016). Otro extensamente usado es el
Glicerol, empleado en distintos tipos de células, incluyendo el esperma de
mamiferos (Rota y col., 2006; Rasul y col., 2007); mientras, el EG es usado para

la criopreservacion de tejido ovaricos y embriones de especies (Rodrigues y col.,
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2004). Estos crioprotectores permeables de bajo peso molecular, penetran la
membrana celular, y reemplazan el volumen de agua intracelular evitando el
dafio producido por la formacion de cristales, a su vez, manteniendo el volumen

impidiendo el colapso celular por deshidratacion (Rota y col., 2006).

Debido a la importancia que poseen las células madre y a su enorme
potencial biomédico, en la uUltima década ha habido una explosion en el numero
de CM aisladas de una variedad de tejidos embrionarios, fetales y adultos. En
nuestro pais, en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del
Instituto de Biologia Experimental se estan desarrollando proyectos de
investigacion que nos permite aislarlas, cultivarlas y ensayar métodos de
diferenciacion in vitro hacia linajes particulares que pueden tener aplicaciones en
terapia celular, medicina regenerativa o ingenieria tisular (Merentes, 2009;
Marquez y col., 2012; Merentes y col., 2012, Camejo y col., 2015; Merentes,
2016). Ademas, el estudio de estas células obtenidas de diferentes fuentes (MO,
CUH, tejido adiposo, pulpa dentaria) permitird crear modelos in vitro que
contribuyan al conocimiento de los mecanismos de especializaciéon vy

autorenovacion celular (Merentes, 2009).

En el presente trabajo, se muestran los resultados acerca de la obtencién
de las células provenientes del cordén umbilical humano, su establecimiento en
cultivo; ademas, de las caracteristicas morfologicas, viabilidad y diferenciacion
celular, antes y después de la criopreservacion por el método de vitrificacion,

demostrandose que el cordon umbilical es una fuente de células madre.

15



ANTECEDENTES

Una de las primeras células madre conocidas, fueron obtenidas a partir de
la MO de rata despertando gran interés, debido a su gran plasticidad, su facil
cultivo y crecimiento in vitro. Estas fueron aisladas de una poblacion celular, con
capacidad de formar hueso (Friedenstein y col., 1966). Luego, en 1976 se
describi6 a estas células con capacidad de adherencia al plastico y de ser
cultivadas durante tiempo indefinido. Ademas, de tener la capacidad de
diferenciarse a células de tejidos mesenquimales, como: hueso, cartilago,
musculo, tendén, grasa y estroma medular (Friedenstein y col., 1976). A ésta
poblacion celular, se les propuso con el nombre de células madre

mesenquimales (Caplan, 1991).

Célula madre del corddn umbilical humano.

Otra fuente de CMMs muy estudiada y convertidas en una alternativa de
reemplazo de células madre embrionarias (Flores-Figueroa y col., 2006), son las
derivadas del cordén umbilical humano. La poblacion celular de la gelatina de
Wharton, proveniente del CUH, se encuentra de forma dispersa y en menor
proporcion en comparacién con los componentes de la matriz extracelular,
encontrandose aisladas en una disposicion determinada entre y alrededor de los
vasos, siendo en el aislamiento inicial una poblacién celular heterogénea

(Dominici y col., 2006).

Para 1970, Parry realizé un analisis del CUH por técnicas de microscopia
electronica, observando que las CMMs presentaban diferentes morfologias
dependiendo de la disposicion del cordon umbilical, es decir, si este se
encontraba colapsado o dilatado. Las células localizadas en la region dilatada

presentaban un aspecto elongado, con orientacion conceéntrica; en cambio, las
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células de la region colapsada presentaban un aspecto estrellado. En el afio
1993, investigadores corroboraron lo obtenido por Parry, utilizando técnicas de
inmunohistoquimica, observaron morfologias diferenciables: unas de aspecto
fusiforme o elongada, mientras otras de tipo estrellado; siendo ricas en
organelos (mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi), asi
como vesiculas pinociticas y filamentos organizados. Las técnicas de
inmunohistoquimica e inmunomarcaje revelaron que las CMMs eran positivas
para actina, miosina, desmina, vimentina pero negativo para miosina del
musculo liso (Takechi y col., 1993; Trivanovi¢ y col., 2013). En otro trabajo, se
reportaron, células con una morfologia similar a los fibroblastos, aislados a partir
de la GW del CUH, determinando que estas células, tienen un fenotipo
superficial similar, adherencia plastica multiple y una mayor potencialidad que los
de las CMMs, derivadas de otras fuentes (McElreavey y col., 1991; Wang y col.,
2004). En otra investigacion, se definié que se pueden obtener las CMMs de las
distintas regiones del CUH, incluyen el epitelio de revestimiento, la regién
subamniética, perivascular y la GW. Estas células presentan una gran capacidad
de proliferacion sin mostrar signos de senescencia en cultivos avanzados.
Asimismo, se defini6 que las CMMs de la GW se mantienen en una fase
embrionaria temprana con caracteristicas primitivas, las cuales pueden

diferenciarse en diversos tipos celulares (Watson y col., 2015).

Otro aspecto en la investigacion de Wang y col., en el 2004, fue la
determinacion de marcadores de superficie de CMMs de la GW por citometria de
flujo, reportando la expresion de receptores de matriz (CD44 y CD105),
marcadores de integrinas (CD29 y CD51), marcadores de células madre

mesenquimales (SH2 y SH3). También, se ha demostrado, que las CMMs
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aisladas del CUH y MO, exhiben altos niveles de expresion del inmunofenotipo
de CD29, CD44, CD51, CD73, CD90 y CD105, pero carecen de la expresion de
marcadores CD34, CD45, CD11b, CD19 y HIA-D; indicando con esto, que no se
encuentran contaminados con células hematopoyéticas o de origen endotelial
(Kuleshova y col., 2009; Tantrawatpan y col., 2013). Otros estudios, realizados
con las CMMs del endometrio de porcino definieron que estas mostraron una
morfologia similar a fibroblastos, siendo positivas para marcadores de superficie

como: CD29, CD44, CD90, CD105, CD140b y CD144 (Subbarao y col., 2015).

Regiones de la gelatina de Wharton y epitelio del CUH.

Diferentes autores sostienen que la GW, consta de tres regiones (Can y
Karahuseyinoglu, 2007; Troyer y Weiss, 2008), como: la perivascular,
subamniética e intervascular, en donde la poblacién de células heterogéneas, no
presentan una distribucién uniforme en las regién (Karahuseyinoglu y col., 2007).
En otras investigaciones se han descrito, el aislamiento de células no
hematopoyéticas a partir de la regidén perivascular del CUH, definiendo que es
facil obtener un nimero sustancial de CMMs después de varios pasajes, debido
a un menor tiempo de duplicacién y una amplia expansion in vitro, con un alto
potencial proliferativo y capacidad de diferenciacion a distintos fenotipos como:
osteogénico, condrogénico y adipogénico (Sarugaser y col., 2005; Baksh y col.,
2007). Ademas, fenotipicamente, se obtuvieron que hay dos tipos de células en
la GW: tipo 1 y tipo 2, que expresaban filamentos de citoqueratina y vimentina
respectivamente, en regiones distintas del corddn, siendo determinadas estas
por determinacion inmunohistoquimica. Se evidencié que no hubo diferencia en

la potencialidad condrogénica, osteogénica y adipogénica, pero si en las células
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del tipo 1 de la regidén perivascular, que en cultivos no pueden diferenciarse al
linaje neurogenico (Karahuseyinoglu y col., 2007).

Con respeto a las células obtenidas a partir del epitelio de recubrimiento
del CUH, en el 2004, Mizoguchi y col.,, para comprender su naturaleza
obtuvieron células derivadas de esa region. Estas fueron cultivadas y
diferenciadas hacia queratinocitos epidérmicos, los cuales se injertaron en
ratones, lograndose formar un epitelio estratificado anélogo al de la piel e incluso
expresaron proteinas especificas de diferenciacion, asi como queratinas,
proteinas asociadas con células cornificadas de la piel y proteinas de union
intercelular.

Obtencion de células madre mesenquimales.

A través de los afos, se han analizado distintas técnicas para la obtencion
de CMMs de la GW, conociendo que estas pueden afectar la cantidad y la
calidad de las células aisladas. En el 2012, se compararon cuatro métodos de
aislamiento: tres métodos enziméticos; colagenasa-hialuronidasa-tripsina,
colagenasa-tripsina, la tripsina, y un método de cultivo por explante. Se
concluyd, que utilizando la mezcla de colagenasa-tripsina, se produce un mayor
rendimiento celular que otros, mientras que el método por explante, resulta en
una tasa de proliferacion celular con una actividad mas alta en comparacion con
los otros métodos (Salehinejad y col., 2012). Como ya se ha mencionado, el
aislamiento de CMMs de GW, se ha realizado de muchas maneras, en un
trabajo realizado por Hendijani y col., en el 2014, las CMMs se obtuvieron por el
método de explante usando todo el CUH o solo la GW, ambos presentaron
caracteristicas similares en su morfologia, tiempo de duplicacion, viabilidad

celular después de la descongelacion, asi como en la diferenciacion en linajes
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mesodérmicos, sin embargo, las CMMs obtenidas de todo el CUH, se lograron
aislar en un menor tiempo de aislamiento en comparacion con las obtenidas a

partir de la gelatina de Wharton.

En el 2013, Trivanovi¢ y col., aislaron las CMMs de la sangre periférica y
GW, por medio de la adhesion al plastico después de separacion por gradiente
de densidad y por el método de explante. En donde realizaron una comparacion
con respecto a la morfologia, eficacia clonogénica, tasas de proliferacion,
inmunofenotipo y potencial de diferenciacién. Estos observaron diferencias
significativas en la capacidad clonogénica y en el inmunofenotipo, debido a que
las células a partir de la GW mostraron una mayor eficacia de clonacion de UFC-
F, con una mayor expresion de marcadores embrionarias, como: Nanog, Sox2,
SSEA4 concluyendo que estas células pueden ser utilizadas en aplicaciones de
terapia celular. En el 2017, Araujo y col., realizaron la comparacion de las
caracteristicas biolégicas de las CMMs de la membrana amniética, membrana
coridnica, decidual placentaria y cordon umbilical, con la finalidad de determinar
la mejor fuente para la terapia celular. Se evaluaron los indices de polaridad,
complejidad celular, cinética de crecimiento, inmunofenotipo y diferenciacion
celular. En conjunto, se determiné que las células del CUH, DP y MC,
presentaron una capacidad de crecimiento similar hasta el 8° subcultivo.
Ademas, definieron que las CMMs de la MC y CUH son buenas opciones para

Su uso en terapia celular.

Criopreservacion de células mesenquimales.

En el afio 2007, se obtuvieron células mesenquimales a partir de la

gelatina de Wharton y la region perivascular del CUH, por el método de
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disgregacion enzimética y explantes. La poblacion celular se sometid a estudios
morfolégicos, inmunocitoquimicos, de proliferacion celular, criopreservacion y
potencialidad de diferenciacion hacia linaje miogénico y neural. En este, se
reportd que la criopreservacion realizada con Glicerol al 10%, no afecto la
viabilidad de las células (Calderén, 2007). Posteriormente, se demostré que la
viabilidad celular después de la criopreservacion con 10% de DMSO de las
CMMs de la GW vy el tejido adiposo adulto, fue alta y muy similar en ambos

tejidos (Christodoulou y col., 2013).

En un estudio realizado por Shivakumar y col., en el 2016, se evalué el
efecto comparativo de dos diferentes crioprotectores compuesto de: 1) DMSO y
2) una solucion crioprotectora compuesta con glucosa, sacarosa y EG, sobre el
comportamiento de las células antes y después de un proceso de
criopreservacion de la GW por un periodo de 3 meses. Las caracteristicas de
crecimiento y el comportamiento de células mesenquimales de la GW del tejido
criopreservado y no criopreservado, fueron comparados mostrando que
mantuvieron la expresion de marcadores de superficie, presencia de factores
pluripotentes y diferenciaron in vitro en osteocitos, adipocitos, condrocitos y
hepatocitos. Se concluyd, que la solucién crioprotectora mostraba un mayor
porcentaje de viabilidad celular después de la descongelacién en comparacién
con el DMSO. Este trabajo sugiri6 que los CPO desempefian un papel
importante en la crioconservacion de tejidos, los cuales son necesarios para la
formacion de bancos de células para futuras terapias celulares y medicina

regenerativa.

En relacion con la utilizacién del método de vitrificacion, como método de

criopreservacion de las CMMs de la GW, se tiene que tanto, las células
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descongeladas y no criopreservadas, mostraron morfologia tipicas fusiformes,
con patrones constantes de antigenos de superficie, dando positivo para CD44,
CD105, CD90 y negativo para CD34 y CD45, manteniendo su capacidad de
diferenciacion en tejidos mesodérmicos. Estas tres caracteristicas similares para
las CMMs descongeladas y no criopreservadas, proponen a la vitrificacion como
un meétodo rapido y seguro de conservacion, con una capacidad de

almacenamiento a largo plazo (Massood y col., 2013).
Diferenciacion de las células madre.

En diversos experimentos in vitro, se han demostrado la potencialidad de las
células madres mesenquimales hacia el linaje mesodérmico, siendo capaces de
diferenciarse en adipocitos, condrocitos y osteocitos (Wang y col., 2004; Can y
Karahuseyinoglu, 2007; Karahuseyinoglu y col., 2007). Asimismo, se demostro la
capacidad de diferenciacion de estas células hacia el linaje miogénico, a partir

de una inmunotincién contra desmina (Calderén, 2007).

Asimismo, ha sido demostrada la capacidad de diferenciacién de las CMMs
hacia el linaje neuronal. Bajo una estimulacion adecuada in vitro, se logré
diferenciar CMMs en células similares a neuronas, que exhibieron propiedades
morfolégicas y bioquimicas de células neuronales (Woodbury y col., 2000). Para
el aflo 2003, se identifico al CUH, como una fuente accesible de CMMs
primitivas. Estas células fueron inducidas a expresar el fenotipo neuronal, por
medio del método de Woodbury. En la primera hora de tratamiento, las CMMs,
desarrollaron cuerpos celulares redondeados con extensiones multiples de
neuritas, muy semejantes morfolégicamente a las células madre neurales, estas
se asemejaron a neuronas bipolares o multipolares a los 3 dias (Mitchell y col.,
2003). En presencia de factores de crecimiento, se logré diferenciar las células
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madre mesenquimales de la médula Osea en tres fenotipos neuronales:
astrocitos, oligodendrocitos y neuronas (Hermann y col., 2004). En el afio 2009,
se indujo a la diferenciacion de las CMMs del CUH a células neuronales, con la
utilizacion del medio de diferenciaciébn neural que contiene N2/B27, Factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y medio neurobasal. Inicialmente, la gran mayoria
eran de morfologia tipo huso y células bipolares, las cuales a la tercera semana
exhibieron cambios morfolégicos a neuroesferas. La diferenciacién neural se
determin6 por medio de la tincibn inmunohistoquimica con la expresion de la
proteina asociada a microtibulos 2 (MAP2) y el neurofilamento medio (NF-M)
(Kuleshova y col., 2009). Balasubramanian y col., en el 2013 compararon la
eficiencia de la generacion de progenitores neuronales entre CMMs de tejido
adiposo, medula 6sea y gelatina de Wharton, las cuales se indujeron a
neuroesferas usando el EFG y bFGF. Los datos sugieren que las CMMs
derivadas de la WJ se inducen a progenitores neuronales con mayor eficiencia
que las células derivadas del tejido adiposo y MO. En el 2016, varios autores
definieron que las CMMs de la medula 6sea expuestas a la gelatina durante el
cultivo primario, mostraron una capacidad de diferenciacion neurogénica mayor
gue las no expuestas, demostrando que la gelatina mejora directamente la
diferenciacion neurogénica en MSC derivadas de MO (Lee y col., 2016).
Recientemente en el 2016, se demostré que las CMMs del CUH, pueden ser
inducidas en células madre neurales en términos de caracteristicas
morfoldgicas, fenotipicas, y capacidades funcionales, planteandose que estas
células pueden ser una fuente importante para terapias neurodegenerativas

(Chen y caol., 2016).
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En nuestro laboratorio, trabajando con diferentes fuentes neonatales se ha
demostrado la diferenciacion del cordon umbilical humano al linaje neuronal con
la caracterizacion histoquimica utilizando dos tinciones, como: violeta de Cresilo
y por el método de Bielschowsky (Calderén, 2007). Ademas, se pudo evidenciar
el potencial neurogénico de células mesenquimales de la membrana amniotica

(Leiva, 2017).

Las CMMs diferenciadas hacia el linaje neuronal han expresado diversos
marcadores neuronales tipicos, como la nestina (caracteristica de las células
madre precursoras neuronales) y neuroD4 (Woodbury y col., 2000; Hermann y
col.,, 2004; Kuleshova y col., 2009, lee y col.,, 2016). Ademas, expresaron
proteinas de neuronas maduras como: Il B-tubulina, neurofilamentos H, proteina
asociada al crecimiento axonal, tirosina hidroxilasa; marcadores de
oligodendrocitos y astrocitos; y altos niveles de marcadores neuroectodérmicos
tempranas, como los genes proneurales NeuroD1, Neurog2, MSL1, Otx1, con
pérdida de las caracteristicas de las células del estroma mesodérmico (Mitchell y

col., 2003; Hermann y col., 2004).
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OBJETIVOS

Objetivo general.
Caracterizar las células madre mesenquimales derivadas del Cordon
Umbilical Humano criopreservadas por vitrificacién y evaluar su potencialidad de

diferenciacion neurogénica in vitro.

Objetivos especificos.
Aislar y establecer los cultivos de células mesenquimales derivadas del cordén

umbilical humano.

Caracterizar morfolégicamente las células madre mesenquimales.

Evaluar la viabilidad celular y determinar la proliferacion celular de las células

mesenquimales, antes y después de la criopreservacion.

Inducir la diferenciacidbn de las células mesenquimales hacia células del

fenotipo neuronal.

Evaluar la potencialidad de diferenciacion de las células mesenquimales, hacia

el fenotipo neuronal.
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MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico.

Se procesaron siete cordones umbilicales de parto por cesérea de
mujeres gestantes a término, las cuales aceptaron participar en el estudio
mediante consentimiento informado y presentaron pruebas serologicas
negativas para Hepatitis B, Hepatitis C, sifilis y VIH. Los cordones umbilicales
fueron facilitados por la Clinica Jiménez Rojas por el Dr. Pedro Hurtado. Estos
se transportaron al Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores
ubicado en el IBE, en medio F12 (GIBCO) con 2% de antibiéticos-antimicético
(100ug/ml de estreptomicina, 100 unidades/ml penicilinay 2,5 ug/ml anfotericina
B) a una temperatura de 4°C. El material biol6gico sobrante fue descartado bajo

los reglamentos del laboratorio.

Obtencion de células derivadas del cordon umbilical humano vy
establecimiento de los cultivos primarios.

La manipulacion del cordén umbilical, se realizé bajo condiciones de
esterilidad en la campana de flujo laminar. El CUH fue seccionado entre 4 a 7
segmentos de una longitud de 3-5 cm. Posteriormente, se procedié a lavar
repetidamente los segmentos obtenidos en PBS, colocandolos luego en medio
F12 con 2% de antibibticos-antimicético con dispasa (1,2 unidades/ml),

manteniéndolos a una temperatura de 4°C por 18 horas.

Para el aislamiento de las células derivadas del CUH, se utiliz6 una
combinacion de enzimas, aplicando primero la enzima dispasa que actta a nivel
de la membrana basal del epitelio pudiendo separar células epiteliales derivadas

del epitelio de recubrimiento del CUH y células mesenquimales provenientes del
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subamnios. Seguidamente, se usé la enzima colagenasa tipo Il en forma
fraccionada separando las células mesenquimales presentes en la GW.
A continuacién, se describir4 en detalle la metodologia para la obtencion de las

células epiteliales y mesenquimales del CUH:

Fig. 7. Método para el aislamiento de células madre derivadas del CUH.
Posterior a la colocacion de los segmentos de CUH en la enzima dispasa. A.
Preparacion de placas 3 x 2 con gelatina al 1% como superficie de sustrato de
adhesion. B. Lavados repetitivos de los segmentos en solucion PBS. C.
Denudacion del epitelio de revestimiento amniético con rastrillo para la obtencion
de células epiteliales y células madre mesenquimales de la regiébn subamniética.

D. Corte longitudinal a nivel de la vena cada uno de los segmentos.

Luego de que los segmentos del cordén umbilical estuvieron en presencia
de la enzima dispasa (Fig. 7), se denudo el epitelio amniético mediante un
rastrillo para la obtencion de las células. Estas fueron resuspendidas en medio

nutritvo DMEM: F12 suplementado con 15% Suero Fetal Bovino, 1%
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antibioticos-antimicatico (100ug/ml de estreptomicina, 100 unidades/ml penicilina
y 2,5 pug/ml anfotericina B), 2mM de L-Glutamina, centrifugando por 5-10
minutos a 2500 rpm. Pasado este tiempo, se eliminé el sobrenadante y se
resuspendieron las células en medio nutritivo. Finalmente, se sembraron las
células obtenidas en placas multipozos 3 x 2, previamente cubiertas con gelatina
al 1% como superficie de adhesion llevando a incubacién a 37°C con atmésfera

himeda al 5% de CO..

Posteriormente, para la realizacion de la disgregacion enzimatica
fraccionada, se procedi6 a cortar longitudinalmente a nivel de la vena, los
segmentos del CUH previamente rastrillados, y de manera inmediata, se realizé
la disgregacion mecénica de la GW, hasta obtener trozos pequefios. Estos
fueron colocados en una fiola con tapa, agregando Tripsina 0,125% (GIBCO) —
EDTA 0,0625% y llevando a incubacién a 37°C por 30 minutos con agitacion
magnética. Pasado el tiempo, se descarta el sobrenadante y se continué con la
disgregacion enzimatica en dos tiempos, de los cuales se obtuvieron la 1@ y 29
fraccion celular. Para esto, se agrego la enzima colagenasa tipo Il a 1mg/ml
(actividad 295 unidades/mg) llevandose a incubaciéon a 37°C por 30 minutos con
agitacion magnética. Luego, fue trasvasado el sobrenadante a tubos de
centrifuga, agregando medio nutritivo DMEM: F12 suplementado y centrifugando
en frio por 10 minutos a 3000 rpm. El sobrenadante obtenido fue descartado y el
taco celular se resuspendié en medio nutritivo; trasvasando la suspensién celular
a tubos de centrifuga, realizando una nueva centrifugacion por 5 minutos a 2500
rpm. Transcurrido el tiempo, fue descartado el sobrenadante y se resuspendio el

taco celular con medio nutritvo DMEM: F12 suplementado. Finalmente, las
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células se sembraron en las placas multipozos 3 x 2, incubando a 37°C con

atmoésfera himeda al 5% de CO..

En cada proceso de disgregacion enzimética se realiz6 un contaje celular
para determinar el nimero de células viables, con el método de azul de tripano

en la camara de Neubauer.

Subcultivos celulares.

Los cultivos primarios obtenidos, se sometieron a un proceso de
tripsinizacion, al observarse el 80-90% de confluencia en el microscopio invertido
de contraste de fase Olympus IX50. Para esto, fue descartado el medio de
cultivo y se realizaron lavados con PBS, eliminando los restos celulares. Luego,
se afiadié la mezcla enzimatica Tripsina 0,125% (GIBCO) - EDTA 0,02% hasta
cubrir la superficie celular, llevando a incubacion a 37°C con atmésfera himeda
al 5% de CO; por 5 minutos. Consecutivamente, fue verificado en el microscopio
invertido el desprendimiento celular de la superficie, agregando el medio DMEM:
F12 suplementado para inactivar la accion de la enzima. La suspension celular,
se centrifugd por 5 minutos a 2500 rpm; luego, se descart6 el sobrenadante, y
resuspendieron las células en medio nutritivo DMEM: F12 suplementado.
Finalmente, se contaron y se llevé a cabo la siembra de las células, usando
como medio de cultivo DMEM: F12 suplementado e incubandolas a 37°C en

atmoésfera himeda al 5% de CO..

Caracterizacion de las células derivadas del CUH.

Se realizo la caracterizacion de los cultivos de CMMs antes y después de
la criopreservacion. Para esto, se hicieron observaciones periodicas en el
microscopio invertido de fases, acoplado a una computadora con el programa

WinTvR3, tomando los registros fotograficos correspondientes. Ademas, se
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realizd la coloracion de rutina May-Grunwald-Giemsa, la cual se basa en tefir

diferencialmente el citoplasma y el nacleo de las células (Leeson y col., 1990).

Caracterizaciéon de las células madre mesenquimales con la coloracién de
rutina May-Grunwald-Giemsa.

La mayoria de los cortes histologicos se tifien con un colorante basico y
acido combinados, con respecto a la May-Grunwald-Giemsa se utiliza la
combinacién de dos colorantes: eosina y azul de metileno. Estas forman sales
insolubles de diferentes coloraciones, permitiendo observar las caracteristicas

propias de las células (Leeson y col., 1990; Garcia y col., 2006; Merentes, 2016).

Se procedid a realizar lavados con la solucion PBS a los subcultivos
obtenidos, fijando las células con metanol por 5 minutos. Para la tincion, se
agrego a las células el colorante May-Griinwald (MERCK) por 5 minutos. Luego,
se elimind el exceso Yy tifieron las células, con el colorante Giemsa (MERCK)
diluido (1:18) por 20 minutos. Posteriormente, se realizé el proceso de
deshidratacion celular, a través de una bateria de acetona-xileno (1:0, 2:1, 1:2 y
0:1). Consecutivamente, fue montada la laminilla del tubo de Leighton en un
portaobjeto, empleando medio de montaje Permount (Merentes, 2016).
Finalmente, se identificd y procedié a observar en el microscopio 6ptico de luz y
el microscopio invertido de contraste de fases, para la toma de registros

correspondientes.
Caracterizacién inmunocitoquimica de las células derivadas del CUH.

Este método consiste en la deteccion y localizacion de antigenos in situ,
utilizando anticuerpos como reactivos especificos reconocidos por el antigeno

(Paniagua y col., 2007; Montuenga y col., 2009).
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Las células provenientes del cordon umbilical humano, se caracterizaron
utilizando como marcador molecular el anticuerpo monoclonal contra la proteina
Vimentina (1:100; Santa Cruz Biotechnology), siendo esta proteina especifica de
las células mesenquimales. El revelado del marcaje, fue realizado usando el
sistema inmunocitoquimica Mouse ABC Staning System: SC-2017 de Santa
Cruz. La reaccion final, fue revelada con una solucion de Diaminobencidina

(DAB) al 0,05%. Los registros se realizaron en el microscopio de luz.

Criopreservacion y descongelacion celular.

La criopreservacion por vitrificacion, se realiz6 utilizando una modificacion
del protocolo desarrollado por Moon y col., (2008). Para esto, se utilizé dos
soluciones: 1) Solucion de equilibrio al 20% de EG y 2) Solucion de vitrificacion
al 40% EG, 18% Ficoll 70, 0,3 M Sacarosa. Las soluciones fueron preparadas en
solucién PBS con 20% de SFB. Las células se criopreservaron a una densidad

de 1x10° células por criotubo.

Para la criopreservacion celular, se realizé la tripsinizacion de los cultivos
mediante la accion de la mezcla enzimatica Tripsina 0,125% (GIBCO) - EDTA
0,02%. Luego, se procedio a realizar los pasos mencionados en el subcultivo
celular. Una vez contadas las células, estas se resuspendieron en 50 ul de
solucion de equilibrio por 5 minutos y luego, se afiadido 500 pl de solucion de
vitrificacion por 40 segundos. Posteriormente, la suspension celular, fue
colocada en viales para criopreservacion (criotubo de 1,2 ml) trasladandose al

tanque de nitrogeno liquido, para su almacenamiento.

Las células se descongelaron después de un periodo de tiempo, para
esto fueron colocados los criotubos en bafio de maria a 37°C. Luego, se
trasvaso la suspension celular a un tubo de centrifuga, resuspendiendo en
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solucién de sacarosa a diferentes concentraciones O.5 M, 0.25 My 0 M en PBS
con 20% SFB, y sometiendo a centrifugacion por 5 minutos a 2500 rpm en cada
concentracion. Pasado el tiempo, fue descartado el sobrenadante y se
resuspendi6 el taco celular en medio DMEM: F12 suplementado.
Posteriormente, se evalud €l % de viabilidad celular, con el método de azul de
tripano. Esta molécula de gran peso molecular sélo es capaz de entrar en las
células que tienen la membrana alterada, por lo que una célula viva se
observard traslucida mientras que una célula con la membrana dafiada se
coloreara de azul (Schmidt, 1979). El contaje celular se realiz6 en la cAmara de

Neubauer, determindndose el % de viabilidad celular con la siguiente ecuacion:

Viabilidad=[N° células vivas/(No células vivas + células muertas)] x 100

Finalmente, las células se sembraron y llevaron a incubacion a 37°C con
atmosfera humeda al 5% de CO,. Se caracterizaron morfolégicamente los
cultivos obtenidos después de la criopreservacion por medio de observaciones
periddicos al microscopio invertido de fases. Ademas, con la coloracion de rutina
May-Grunwald-Giemsa y por medio del inmunomarcaje de la proteina vimentina

(anteriormente sefialados).
Determinacion de la proliferaciéon celular por el método de MTT.

Para la determinacion de la proliferacion celular (Fig. 8), se utilizé el
método de MTT (3-4,5 Dimetil, tiazol-2y1)-2,5 bromuro de Difeniltetrazolium)
desarrollado por Mossman en 1983, en donde se emplea la sal de tetrazolium
soluble en agua, que al ser reducida por la accion de las enzimas
deshidrogenasas encontradas en las mitocondrias de células vivas, pasa a

formar un cristal insoluble morado denominado formazan, el cual se produce por
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el rompimiento del anillo de tetrazolium, quedando atrapado en el interior de la
célula. Este método permite la cuantificacion del crecimiento celular a través de

la densidad 6ptica (Mossman, 1983).

N Q Enzimas Q
/4 & ’I‘ deshidrogenasas /N_ NH
N ) N=N

MTT
Formazan

Fig. 8. Transformacion del MTT a formazan por las enzimas

deshidrogenasa (Tomado y modificado de Jaswir y col., 2011).

Para evaluar el crecimiento in vitro, las células madre mesenquimales
antes y después del proceso de criopreservacion fueron sembradas en placas
de 96 pozos, a una densidad de 4 x10° células/pozos en medio nutritivo y
llevandose a incubacién a 37°C con atmésfera himeda al 5% de CO,. Paso
seguido, se retir6 el medio de cultivo a los 2, 4 y 7 dias, afiadiendo a cada pozo
el MTT (disuelto en PBS a 0.4 pg/ml). Nuevamente, se llevé a incubacion a 37°C
con atmésfera hiumeda al 5% de CO, por 3 horas. Transcurrido el tiempo, se
descart6 el MTT y se agreg6 dimetilsulfuxido (DMSO) en oscuridad. La lectura
de las placas fue realizada en un lector de espectrofotometro (ELISA) a una
longitud de onda de 570nm (Mossman, 1983). Consecutivamente, para el

analisis estadistico, se realizd la prueba paramétrica t-student, para evaluar el

33



efecto del tiempo sobre la densidad celular. El nivel de significacion fue de

p < 0.05.
Diferenciacién neural de las células derivadas del CUH.

Las células obtenidas a partir del CUH se sembraron a una densidad de 8
x10* células/pozos en placas de 3x4, en donde se cubrieron con gelatina al 1%

como superficie de diferenciacion en 2/3 de los pozos (Fig. 9).

Control
DMEM: F12 7 mM B-mercaptoetanol
7 mM B-mercaptoetanol
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Fig. 9. Diagrama de distribucion de los tratamientos utilizados en la

diferenciaciéon celular.

Transcurrido un dia, se afiadi6 al cultivo el medio preinductor por 24
horas. Posteriormente, se realizaron lavados con PBS libre de calcio y
magnesio, agregando los medios inductores por un tiempo maximo de 7 horas
(Tabla 1). Se efectuaron registros peridédicos al microscopio invertido de fase

cada 2 o 3 horas.
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Tabla 1. Composicidon de los medios utilizados en la diferenciacion neurogénica

in vitro.
Diferenciacién Medio Suplemento
celular
15% SFB, 1% de antibiético-antimicotico,

DMEM:F12

Medio preinductor 20% SFB, 1 mM B-mercaptoetanol

Medio inductor a. 2% SFB, 7 mM B-mercaptoetanol
b. Sin SFB, 7 mM B-mercaptoetanol

Caracterizacion histoquimica de células diferenciadas al linaje neural.

Para la caracterizacion de las células diferenciadas hacia el fenotipo
neural, fueron realizadas coloraciones histoquimicas que permitieron evidenciar

la diferenciacién fenotipica de las células neuronales.

Una de las coloraciones empleadas, fue la tincion con sales de plata
utilizando el método de Bielschowsky para neurofibrillas (Mallory, 1961), este se
basa en la impregnacién argéntica (nitrato de plata, AgQNO3) de las células, la
cual es reducida por algunos componentes celulares a un estado metélico
insoluble dando lugar a depodsitos estables de plata metalica (Fig. 10),
permitiendo evidenciar los diferentes grados de argirofilia en los elementos
celulares contenidos en las neuronas, evidenciandose selectivamente la
neurofibrillas en los axones, soma y dendrita (Manzano y col., 2014). Este
consistio, en el tratamiento de las células con una solucion de Nitrato de Plata al
20% a 37°C por 20 minutos. Luego, esta solucion se remplazé por una solucion
de Plata amoniacal, constituida por una mezcla de nitrato de plata e hidroxido de

amonio concentrado (proporcion 1:2), y llevando a incubacién en oscuridad a
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37°C durante 15 minutos. Posteriormente, se descartd la solucién y las placas
fueron incubadas en una solucién de Hidréxido de Amonio al 1% en oscuridad a
37°C por 3 minutos. A continuacién, se agreg6 la solucion desarrolladora
(formalina al 10% sin estabilizar, agua destilada, acido nitrico y &cido citrico)
durante 8 minutos y a continuacion, se afiadio hidroxido de amonio al 1% por 3
minutos. El revelado fue realizado utilizando una solucién de tiosulfito de sodio al
5% por 5 minutos, y consecutivamente se realizaron 3 lavados con agua

destilada, para tomar los registros fotograficos empleando un microscopio 6ptico

de luz.
- - SENSIBILIZAR
TEJIDO AgNO3
REDUCIR ,K
TEJIDO TEJIDO
FORMOL

Fig. 10. Esquema de la impregnacion de argéntica con nitrato de plata

(Tomado de Manzano y col., 2014).

También, se realiz6 la tincion Violeta de Cresilo que permite determinar la
presencia de la sustancia Nissl de las células diferenciadas, usando un colorante
basico (azul de toluidina, azul de metileno o violeta de cresilo) para tefir el
reticulo endoplasmico rugoso (RER) encontrado en las neuronas (Kunkel, 2005),
propiamente reacciona con los grupos fosfatos de los &acidos nucleicos. La
sustancia de Nissl aparece de un color azul oscuro debido a la tincibn de ARN

ribosémico, dando al citoplasma un aspecto moteado. Después de que las
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células fueron fijadas en metanol al 100%, se realizaron lavados con PBS.
Posteriormente, las células se tifieron con una solucion diaria de Violeta de
Cresilo al 0.02%, compuesta de la solucion matriz de Violeta de Cresilo al 2% en
combinacién con la solucion estabilizadora de acetato de sodio (1:100). Luego,
se descartd el colorante y se realizaron los registros necesarios en el

microscopio invertido de fases.

Caracterizacion inmunocitoquimica de la diferenciacion neurogénica.

Para la determinacién de la presencia de células canalizadas hacia el
linaje neural en los cultivos, se realizaron ensayos inmunocitoquimicos usando
un anticuerpo en contra de neurofibrillas de NF-M (SIGMA, Clone RMO44) a una
dilucion de 1:100. Estas células fueron fijadas con metanol por 5 minutos, para
su posterior marcaje. Una vez transcurrido el tiempo, se realizé un lavado con
PBS por 30 minutos a las células fijadas, para después colocarle una solucién
de H,0; al 3% diluido en PBS por un tiempo de 10 minutos. Posteriormente, se
lavaron 3 veces con PBS por 5 minutos y se llevo a incubacion con el anticuerpo
primario en camara hiumeda durante toda la noche. Transcurrido el tiempo, se
realizaron lavados por 5 minutos y se colocé el anticuerpo secundario por un
tiempo de 30 minutos. Consecutivamente, fue realizado el revelado del marcaje
utilizando el sistema inmunocitoquimica Mouse ABC Staning System: SC-2017
de Santa Cruz. Para esto, se procedié a evidenciar la reaccion del anticuerpo
con Diaminobencidina por 10 minutos, contrastando los nudcleos con
Hematoxilina, montando inmediatamente las placas en un portaobjeto con el
medio de montaje Permount. A continuacion, se realizaron los registros

necesarios en el microscopio éptico de luz.
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RESULTADOS

Aislamiento y obtencion de las células derivadas a partir del CUH.

El primer objetivo planteado fue la obtencién y aislamiento de las células
provenientes del CUH, que consistié en la digestion con diversas enzimas. Los
resultados obtenidos en cuanto al rendimiento y viabilidad celular se plantean en
la tabla 1, en donde se logra observar que el mayor numero de células aisladas,
fue a partir de la 2% fraccién obtenida por la disgregaciéon enzimatica de la
gelatina de Wharton con un 41,96 x10* células, ademas, obteniéndose de forma
general una alta viabilidad en un rango de 95,77 a 97,13% en las distintas

condiciones de aislamiento.

Tabla 2. Rendimiento y viabilidad celular obtenidos a partir del CUH por el

método de disgregacion enzimética. Expresado en media + SD.

Colagenasa tipo Il
: Di
Enzima Ispasa 1% fraccion 292 fraccion
Tiempo de digestién 18 horas 40-45 minutos

Rendimiento 12,16 x10* 29,7 x10* 41,96 x10*

celular
% viabilidad 97,13 96,07 95,77

celular (SD+ 0,96) (SD+ 0,46) (SD+ 0,76)

Establecimiento del cultivo primario de las células derivadas a partir del

CUH.

Para establecer el cultivo primario se procesaron siete muestras de

cordén umbilical provenientes de parto por cesarea, a partir del cual se obtuvo
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una eficiencia en el establecimiento de un 71,43% (n=7), demostrandose que las
células mantienen su capacidad de proliferacion después de la accidon
enzimatica. Con respecto a los cultivos primarios de las otras muestras de CUH
procesadas (n=2), no hubo crecimiento y sbélo se observaron células

senescentes con el citoplasma vacuolado.

Fig. 11. Cultivo primario de células derivadas del cordén umbilical humano

observadas al microscopio invertido de fases. A. Células obtenidas a partir
del denudamiento del epitelio de recubrimiento a dos dias del cultivo. B-C.
Células derivadas de la gelatina de Wharton a los trece dias de cultivo. B. 1"
Fracciéon celular. C. 2% Fraccién celular. A-C. 100x. D. Detalle de colonias
células epiteliales. E. Célula de tipo fibroblasto. F. Detalle de célula de amplio
volumen citoplasmatico. D-F. 200x. a: célula epitelial. b: célula tipo fibroblasto. c:

célula de amplio volumen citoplasmatico.

Los cultivos primarios se apreciaron con un alto grado de heterogeneidad

morfolégica, en donde las células obtenidas del denudamiento del epitelio de
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recubrimiento del CUH, mostraron principalmente dos fenotipos: a) células de
morfologia poliédrica similares a células epiteliales y b) células del tipo
fibroblasto provenientes de la regién subamniotica (Fig. 11A), con diferencias
morfologicas observables en el cultivo, siendo las células epiteliales de menor
tamafio con respecto a las de tipo fibroblasto. Asimismo, se evidencioé que estas
células epiteliales tienden a crecer formando colonias (Fig. 11D). Por otro lado, a
partir de la disgregacion enzimatica fraccionada de la gelatina de Wharton, se
obtuvieron: a) células de morfologia tipo fibroblasto y b) otras de un amplio
volumen citoplasmatico (Fig. 11B-E). En los cultivos a baja densidad se puede
observar como las células del tipo fibroblasto extendian sus prolongaciones para
interactuar con células adyacentes (Fig. 11B-C), favoreciendo la proliferacion

celular.

Establecimiento de los subcultivos de las células derivadas a partir del
cordén umbilical humano.

Alrededor de 12 a 15 dias del cultivo primario se observaba una
confluencia celular en monocapa (Fig. 12), en su gran mayoria por células del
tipo fibroblasto, donde bajo las condiciones de cultivo estas células proliferaban

rapidamente.
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Fig. 12. Cultivo primario obtenido a partir de la
disgregacion enzimética con la enzima colagenasa
tipo Il de la gelatina de Wharton a los 12 dias de
cultivo. Se observan en su gran mayoria células del tipo
fibroblasto con muchas células en division. Microscopio

invertido de contraste de fases. 40x.

Para la amplificacion y mantenimiento de las células del cultivo, se llevo a
cabo el proceso de tripsinizacion al observarse un 80-90% de confluencia
celular, evitandose la inhibicién por contacto del crecimiento celular. En los
subcultivos, se logré apreciar una disminucién de la heterogeneidad, en cuanto a
las células provenientes de la GW, este cambio se evidencié por un incremento
de las células del tipo fibroblasto a partir del 4 subcultivo en comparacion con
las células de amplio volumen citoplasmatico, las cuales disminuyeron en los
subsiguientes pasajes. Las células mesenquimales se mantuvieron por un
maximo de siete pasajes (Fig. 13) sin mostrar cambios morfol6gicos asociados a
la senescencia, alcanzando una confluencia entre 5 a 6 dias de cultivos. Con
respecto a las células provenientes del epitelio de recubrimiento del CUH, en los

subcultivos no se lograron apreciar las células epiteliales, en cambio, se observo
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un crecimiento celular de las células mesenquimales provenientes de la regién

subamniética (Fig. 13A).

Fig. 13. Subcultivos de células mesenquimales del CUH observadas en el
microscopio de contraste de fases. A. Poblacién celular heterogénea, 2%°
subcultivo a los 3 dias. B. Se observa una poblacibn mas homogénea con
células del tipo fibroblasto, 4° subcultivo a los 7 dias. A-B. 100x. C. Células
mesenquimales, 7™ subcultivo a los 10 dias. 200x. a: células tipo fibroblasto. b:

células con amplio volumen citoplasmatico.

Caracterizacion de las células derivadas del CUH.

Después del establecimiento de las células mesenquimales, se procedié a
realizar la caracterizacién celular a partir del estudio morfolégico, por medio de
las observaciones periédicas con el microscopio de contraste de fases y con la
coloracion de rutina May-Grunwald-Giemsa. Ademas, del inmunomarcaje contra
la proteina vimentina. En donde, se obtuvo que las células mantuvieron las
caracteristicas morfologicas después del proceso de vitrificacion (Fig. 14), sin
mostrar rasgos aparentes de senescencia.

Caracterizacion morfolégica de las células del cordén umbilical humano.

Al evaluar las caracteristicas morfolégicas de las células provenientes de

la GW, se confirmd que estas presentaban dos tipos de fenotipos celulares: a)
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célula del tipo fibroblasto con citoplasma ahusado basofilo, nucleo ovalado y
prominente localizados en la regién engrosada del citoplasma y algunos con
varios nucléolos fuertemente basofilos y b) célula con citoplasma ancho, de

amplio volumen con una coloracidon basdfila, nucleo excéntrico y nucléolos

intensamente basofilos (Fig. 14C-F).

Fig. 14. Células provenientes de las gelatinas de Wharton caracterizadas en
el microscopio de contraste de fases y coloreadas con May-Grunwald-
Giemsa. A-B. Células observadas en el microscopio de contraste de fase. A.
Poblacién celular heterogénea, 2° subcultivo. B. Poblacién celular homogénea
del tipo fibroblasto después de la criopreservacion, 6% subcultivo. A-B. 100x. C-
F. Células mesenquimales coloreadas por tincién May-Grunwald-Giemsa. C. 2%°
subcultivo antes de criopreservar. D. 6° subcultivo después de la
criopreservacion. C-D. 250x. E. Detalle de célula tipo fibroblasto, 4™ subcultivo.
F. Detalle de célula de amplio volumen citoplasmatico después de un proceso de

criopreservacion, 6" subcultivo. E-F. 400x.
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Caracterizacion inmunocitoquimica de las células mesenquimales.

La caracterizacion inmunocitoquimica de las células provenientes del
CUH antes y después de la criopreservacion, se realizé a partir del
inmunomarcaje contra la proteina vimentina, esta molécula se involucra en el

transporte de proteinas entre el nlcleo y la membrana citoplasmatica.

Fig. 15. Caracterizacion inmunocitoquimica de células provenientes del
cordén umbilical humano antes y después de la criopreservaciéon. A-D. 4to
subcultivo. A-B se observan la diferencia en la intensidad de marcaje entre
células del tipo fibroblasto y de amplio volumen citoplasmatico. 400x. C-D.
Detalle de célula tipo fibroblastos. 1000x. Ay C. Antes de la criopreservacion. B y

D. Después la criopreservacion.

En la Fig. 15, se observan las dos subpoblaciones obtenidas a partir del
CUH, estas se expresaron positivas ante el marcaje contra la vimentina,
evidenciandose por la coloracién marrén en el citoplasma, debido al revelado del
marcaje con el cromoégeno diaminobencidina. Es importante destacar, que no se

observo diferencia entre las células antes y después del proceso de
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criopreservacion por vitrificacion, en cuanto a la expresion del inmunomarcaje,
obteniéndose que las células tipo fibroblastos presentaron una mayor expresion
por la vimentina en comparacion con las células de amplio volumen
citoplasmatico (Fig. 15A-B), siendo evidente por la mayor intensidad en el

marcaje del citoplasma para las células mesenquimales.

Criopreservacion y descongelacion de células mesenquimales del CUH.
Uno de los principales intereses de este trabajo, fue el de evaluar la
eficiencia de la vitrificacion como un método de criopreservacion de las células
mesenquimales propias de la gelatina de Wharton. La ventaja de esta técnica,
es que no se requiere de equipos especializados como un congelador
programable dando tasas de viabilidad altas y necesitando solo de un tanque de
nitrégeno liquido y la disponibilidad de los crioprotectores. Las células
mesenquimales se criopreservaron entre el 2% y 5° pasaje, descongelandose

las mismas en un lapso de 4 a 16 semanas.
Determinacion de la viabilidad celular.

Para la determinacion de la viabilidad celular se utiliz6 el ensayo de
exclusiéon con el colorante azul de tripano. En la tabla 3, se muestran los valores
obtenidos del porcentaje de viabilidad antes y después del proceso de
criopreservacion. En donde, se evidencié que antes de la vitrificacién, las células
mesenquimales del CUH, mantuvieron una viabilidad promedio del 97,10%, en
cambio, a realizar la descongelacion celular la viabilidad disminuyo a 61,25%, sin
embargo, cuando se subcultivan las CMMs mantuvieron su capacidad de
adhesion y de proliferacion, siendo evidente un aumento de la viabilidad de los

cultivos en un 97,41%, similar al de antes de la vitrificacion.
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Tabla 3. Porcentaje de viabilidad para células mesenquimales antes

y después de la criopreservacion por vitrificacion. Expresado en media + SD.

98,6 62,5 97,6
95,1 57,3 96,7
96,7 62,7 98,5
97,3 61,5 95,3
97,9 63,0 98,4
96,3 63,9 97,8
97,8 57,9 97,6
Promedio +SD | 97,10 (SD+1,17) 61,25 (SD+2,60) | 97,41 (SD#1,11)

Determinacion de la proliferacion celular por el método de MTT.

Se realizd la estimacion de la tasa de proliferacion celular antes y
después del proceso de criopreservacion por vitrificacion, para esto se determind
la densidad Optica en los cultivos a los 2, 4 y 7 dias. En donde, el aumento de la
D.O se encuentra directamente relacionado con el crecimiento celular. En la Fig.
16, se observo que entre el segundo y cuarto dia de cultivo para las CMMs antes
de la criopreservaciéon (2%° subcultivo), la curva se encuentra en una fase
adaptativa, en donde a partir del cuarto dia de cultivo se evidencié un
incremento en la poblaciéon de manera exponencial, llegando a un maximo el dia
séptimo. En cambio, no se apreci6 una fase adaptativa para las CMMs
descongeladas (6° y 7™M subcultivo), demostrando un aumento poblacional

desde el segundo dia de cultivo.
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Al comparar un 2% subcultivo antes de la congelacién celular con los
cultivos de un 6 y 7™ pasaje después del proceso de vitrificacion (Fig. 16A y
Fig. 16B), se obtuvo que no se observaron diferencias significativas
(P=0.885>0.05 y P=0.945>0.05 respectivamente), lo que sugiere que las células

no fueron afectadas por el proceso de criopreservacion establecido en el trabajo.
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Fig. 16. Curva de proliferacion de las células mesenquimales del cordén
umbilical humano. Intervalo de confianza del 95%. A. Comparacion de la
proliferacion celular entre un 2% subcultivo antes de la criopreservacion y el 6%
subcultivo de células mesenquimales descongeladas. B. Comparacion de la
proliferaciéon celular entre 2% subcultivo y un 7™ subcultivo después de la
criopreservacion. A*: p= 0,002<0.05; B*: P=0,0237<0.05.
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En este estudio de crecimiento in vitro, las células del CUH se cultivaron
bajo las mismas condiciones de cultivo, en donde se mantuvieron con medio
DMEM: F12 suplementado al 15% de SFB, que brindaron los nutrientes y
factores de crecimiento necesarios para el mantenimiento y funcionalidad
celular. A pesar de esto, se evidencié una disminucion considerable en la
absorbancia al 7™ dia de cultivo para las CMMs después de la vitrificacion,
siendo este estadisticamente significativo al comparar el dia cuarto con el

séptimo del 6° y 7™ pasaje (p= 0,002<0.05 y P= 0,0237<0.05 respectivamente).
Diferenciacidén neurogénica de las células derivadas del CUH.

Se evaluo el potencial neurogénico de las CMMs, para esto las células
fueron incubadas con el medio preinductor constituido con un 20% SFB y 1mM
de [B-mercaptoetanol, por un tiempo de 24 horas. Consecutivamente, se
agregaron los medios inductores compuestos de: 1) 7mM de B-mercaptoetanol
con 2% SFB y 2) 7TmM de B-mercaptoetanol sin SFB para la diferenciacion in
vitro en presencia de gelatina como sustrato o ausencia. Inicialmente, se
evaluaron los cambios morfologicos de las CMMs hacia el fenotipo neural en
presencia del medio preinductor por medio del microscopio invertido de fases, en
donde, se observaron cambios significativos de las CMMs hacia el linaje
neurogénico a las 24 horas (Fig. 17B y 17C), siendo posible apreciar que
algunas células presentaban una retraccién del cuerpo celular con pequefias

prolongaciones.
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Fig. 17. Diferenciacion neurogénica de las células mesenquimales
observadas con el microscopio invertido de fases. A-C. Antes de iniciar la
diferenciacion neural con el medio preinductor a las 24 horas. A-B. Células no
criopreservadas. A. células mesenquimales, no inducidas (control). B. células
diferenciadas sin gelatina y sin SFB. C. Células diferenciadas con gelatina y sin
SFB. B-C. Se aprecian células mesenquimales iniciando el proceso de
diferenciacion (flecha). A-C. 100x.

Los registros al microscopio invertido de fases en el proceso de
diferenciacion celular con los distintos medios inductores (tabla 1), permitieron
evidenciar la trasformacion de las CMMs antes y después del proceso de
criopreservacion hacia el linaje neurogénico, en donde se lograron observar
cambios morfolégicos evidentes en las primeras 3 horas de induccién de la
neurogénesis (Fig. 18G-I). Posteriormente a las 6 y 7 horas bajo las distintas
condiciones, las células mostraron extensiones similares a las neuritas derivadas
de un cuerpo o soma mas denso, esto debido a que las células retrajeron su
citoplasma hacia la region que rodea el ndcleo, reflejando células similares a
progenitores neuronales: neurona seudo-unipolares (Fig. 18F), neurona
bipolares (Fig. 18C) y células que se asemejas a células gliales, como: astrocitos

(Fig. 18D), oligodendrocitos (Fig. 18E).
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Fig. 18. Diferenciacion de células derivadas del CUH hacia el linaje neural

observadas en el microscopio invertido de contraste de fases. A. CMMs
después de la criopreservacion (control). 100x. B. Célula aislada del cerebro de
ratdbn (control positivo). 400X. C-F. Células neuronales provenientes de la
diferenciacion de CMMs antes de criopreservar. C-D. Con gelatina. C. Sin SFB a
las 4 horas de inducciéon. D. Con 2% SFB, a las 6 horas de induccion. E-F. Sin
gelatina y sin SFB, a las 6 horas de induccién. G-l. Células neuronales
provenientes de CMMs después de la criopreservacion, 3 horas de induccion. G.
Con gelatina y 2% SFB. H-I. Sin gelatina y Sin SFB. C-I. 200x

En este estudio, la exposicién de las células mesenquimales a la gelatina
al 1% en combinaciéon con el BME sin la presencia de SFB, produjo cambios

morfolégicos como la retraccion del cuerpo celular y la formacién de multiples
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prolongaciones, obteniéndose células similares a astrocitos o células semejantes
a oligodendrocitos mayoritariamente bajo esta condicion. En cambio, se
evidenciaron en su mayoria cambios morfolégicos hacia células similares a
neuronas bipolares para las células tratadas con 2% de SFB con o sin gelatina.
Es importante destacar que bajo todas las condiciones brindadas para la
diferenciacion, se evidenciaron los cambios morfoldgicos de las células

mesenquimales.

Al finalizar la induccion de la diferenciacién hacia el linaje neural, se
apreciaron células que no mostraron cambios morfol6gicos, manteniendo estas
las caracteristicas propias de las dos subpoblaciones de la GW: 1) tipo
fibroblasto y 2) células de amplio volumen citoplasmatico. De manera cualitativa,
se aprecio entre un 10 a 15% de diferenciacion neural para las células
mesenquimales inducidas con las diferentes condiciones, estos cambios
morfolégicos fueron corroborados por la caracterizacion histoquimica e

inmunocitoquimica de las células.

Evaluacion histoquimica de las células diferencias hacia el linaje neural.

Para la identificacion de las células hacia el linaje neural se realizaron
tinciones histoquimicas, con la cual se evidenciaron los fenotipos, como:

neuronas, astrocitos y oligodendrocitos.

Inicialmente, las células similares a progenitores neurales se
caracterizaron por medio de la tincion con sales de plata por el método de
Bielschowsky, esta permiti6 la impregnacion argéntica de estructuras
filamentosas en el soma y en las prolongaciones de las neuronas, apreciandose

en especial la forma y longitud del axon, permitiendo caracterizar las células
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diferenciadas hacia el fenotipo neural, como células semejantes a neuronas y
astrocitos, en donde las extensiones citoplasmaticas fueron altamente y poco
tefiidas respectivamente (Fig. 19B-D), reconociendo la posible disposicion de las
neurofibrillas, las cuales se oscurecieron por el precipitado de plata metélica,
observandose con una coloracién marrén oscuro en contraste con un fondo claro
(poco precipitado). En cambio, las CMMs no se tifieron, corroborando que estas
células no presentan estructuras caracteristicas de las células neuronales (Fig.

19A).

Fig. 19. Células diferenciadas tefidas con tincién de plata a las 6 horas de

induccion observadas al microscopio invertido de fases y microscopio de
luz. A. Control sin gelatina, se observan células derivadas del CUH sin tefir. B.
Células similares a neurona, donde se aprecia el axén altamente tefido,
Inducida sin gelatina y sin SFB a partir de células no criopreservadas. A-B. 40x.
C-D. Células diferenciadas a partir de células mesenquimales criopreservadas,
inducidas con gelatina y sin SFB. 1000x. C. Célula similar a astrocito con
multiples prolongaciones poco tefiidas y un nucleo ovalado no tefido. D. Célula

similar a neurona multipolar. Se aprecian las prolongaciones altamente tefiidas.
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Otra de las tinciones utilizadas fue la violeta de cresilo, esta permitié
evidenciar granulos finos y gruesos, como lo son los corpusculos de Nissl:
reticulo endoplasmatico rugoso y ribosomas asociadas, tifiendo tanto a neuronas
como las células gliales, pero no las extinciones neuronales, ya que carecen de
RER. Esta tincion proporcion6 una panoramica general sobre la distribucion,
tamafio y morfologia de las neuronas en el tejido nervioso, pero no sobre las

extensiones de las neuronas.

Fig. 20. Células diferenciadas tefiidas por el método de violeta de cresilo a

distintos tiempos de induccion. A-C. Células diferenciadas a partir de CMMs
antes de la criopreservacion, inducidas con gelatina. 400x. D-E. CMMs
diferenciadas después descongelacion celular, inducidas con gelatina. 400x. F-
G. Control positivo, cultivo del tejido nervioso del cerebro de ratén. A. Grupos
de células similares a oligodendrocitos, inducidas con 2% SFB. B. Célula similar
a neurona con soma piramidal, inducida sin SFB. C. Célula similar a neurona
unipolar, inducida sin SFB. D. Célula similar a astrocito, inducida con 2% SFB.
Se aprecia un citoplasma poco tedido. E. Grupo de células similares a
astrocitos, inducidas sin SFB. F. Célula bipolar, se observa como mantiene el

contacto con otra célula. 200x. G. Neurona con soma piramidal. 400x.
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Por medio de la tincion, se logro apreciar células similares a neuronas y
células gliales, en donde las células similares a neuronas (Fig. 20B-C y Fig. 20G)
presentaron una coloracion intensa en comparacion con las células gliales:
astrocitos (Fig. 20E) y oligodendrocitos, en las que Unicamente se tifieron sus
nacleos. Sin embargo, algunas células gliales presentaron un citoplasma muy
tefiido, esto puede deberse a que son progenitoras y ain no han culminado el
proceso de diferenciacién, por lo tanto, no expresan un fenotipo maduro (Fig.

20A)

Evaluacion inmunocitoquimica de la diferenciacién neurogénica.

Para confirmar la diferenciacion neurogénica de las CMMs antes y
después de la criopreservacion por vitrificacion, se realiz6 el inmunomarcaje
contra la neurofibrillas, las cuales son compuestas principalmente por proteina
de neurofilamentos, que atraviesan el soma como una red densa o haces de

fibrillas paralelas, encontrdndose en las prolongaciones citoplasmaticas,

El marcaje contra neurofibrillas, permiti6é corroborar la diferenciacion
neuronal de las CMMs, en donde, las células diferenciadas antes y después de la
criopreservacion se expresaron positivas ante el mismo (Fig. 21A-B y 21C-D;
respectivamente), presentando las células una coloracion marrén-ambar en el
citoplasma y extensiones neuronales, debido al revelado del marcaje con el
cromégeno diaminobencidina. Las CMMs no diferenciadas no expresaron el
marcaje contra el anticuerpo (Fig. 21A) y tampoco las células similares a
oligodendrocitos. Ademas, el marcaje permiti6 confirmar potencial de
diferenciacion neurogénica de las CMMs, observandose con un mayor detalle las

células similares a neuronas y células similares a células gliales, las cuales se
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encontraron en mayor proporcion en el tratamiento con gelatina al 1% en

combinacion con BME sin la presencia de SFB.

C D

Fig. 21. Inmunomarcaje contra las neurofibrillas de las células
diferenciadas hacia el linaje neural, observadas al microscopio de luz. A-D.
CMMs Inducidas en gelatina sin SFB a las 6 horas. A-B. Células diferenciadas a
partir de CMMs descongeladas. C-D. CMMs no criopreservadas diferenciadas
hacia el linaje neurogénica. A. Se aprecia el marcaje positivo de una célula
similar a neurona bipolar (a) en comparacién con una célula de amplio volumen
citoplasmatico que no expresa marcaje (b). B. Célula similar a astrocito. C.
Célula similar a neurona bipolar, no se logra apreciar claramente Ilas
prolongaciones. D. Célula similar a neurona, se aprecia las prolongaciones. B-D.

1000x.

55



DISCUSION

Aislamiento y obtencion celular a partir del CUH.

Los protocolos de aislamiento de las células a partir del cordén umbilical
humano son muy variados, para éstos no hay un proceso estandarizado
(Karahuseyinoglu y col.,, 2007; Tsagias y col.,, 2011; Nagamura-lnoue y He,
2014), pero aun asi, permiten el mantenimiento de las caracteristicas
morfolégicas y fenotipicas durante los pasajes (La Rocca y col., 2009). En éste
trabajo, el tiempo de digestion fraccionado se mantuvo en un rango establecido
de 40 a 45 minutos con la enzima colagenasa tipo Il, obteniéndose un ndmero
mayor de células aisladas (41,96 x10%), con una viabilidad del 95,77% en un
menor tiempo que el reportado por otros trabajos (Salehinejad y col., 2012) y con
una mejor eficiencia en el aislamiento. En cambio, Karahuseyinoglu y col., en el
2007, obtuvieron 2,6x10* células aisladas con la digestion de la enzima
colagenasa tipo Il por un tiempo de 4 horas. Es posible que la diferencia en
cuanto al rendimiento sea mayor en el presente trabajo, por la accién de la
tripsina que promueve una mayor obtencién celular al actuar en la disociacion
celular y de los tejidos (Freshney, 2005). Ademas, otros trabajos han reportado
el procedimiento por disgregacién enzimética con tripsina-colagenasa como
exitoso, ya que se obtiene una mayor densidad celular, una expresion mas alta
de marcadores de superficie (C-kit, Oct-4, entre otros), asi como una mayor
capacidad de proliferacion (Semenov y col. 2009; Salehinejad y col., 2012). Sin
embargo, es importante tomar en cuenta el tiempo de la digestion enzimatica,
puesto que las enzimas pueden degradar la membrana celular y evitar que las
células se adhieran al sustrato de cultivo (Can y Karahuseyinoglu, 2007),

influyendo directamente en la viabilidad de las células.
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En el trabajo, la viabilidad se mantuvo en niveles altos entre 95,77-
97,13% con la combinacion enzimatica de dispasa, tripsina y colagenasa tipo Il.
Es relevante destacar que el tipo y la concentracion de las enzimas desempefian
un papel en la digestion del tejido, principalmente en la eficiencia, viabilidad y
toxicidad (Costa y col., 1987; Koning y col., 1993), en donde cada tejido debe ser

tratado enzimaticamente en base a sus caracteristicas histolégicas.

Establecimiento del cultivo primario de las células del CUH.

Se tiene que las condiciones brindadas a los cultivos permitieron una alta
adherencia, crecimiento y proliferacion para el establecimiento de las células
obtenidas del CUH, aun después del proceso de disgregacion enzimatica.
Igualmente, algunos autores afirman que las células obtenidas por digestidn
enzimatica de la matriz extracelular, presentan una tasa de proliferacion celular
significativamente mayor en comparacion con los cultivos primarios obtenidos

por explantes (Park y col., 2006; Huang y col., 2008).

Con respecto a su comportamiento celular, los cultivos primarios
presentaron una poblacién heterogénea, esto debido a que la composicién
celular se asemeja a las caracteristicas del tejido nativo, el cual estd compuesto
por diversos tipos celulares que interaccionan dentro de la GW (Calderén, 2007)
y en el tejido epitelial. En donde la GW, presenta regiones distintivas como: la
perivascular, intervascular y region subamniética (Can y Karahuseyinoglu, 2007;
Troyer y Weiss, 2008), con una poblacién de células heterogéneas que no

presentan una distribucion uniforme en cada region.

Las observaciones periodicas de los cultivos, mostraron dos tipos de

fenotipos celulares obtenidos a partir de la gelatina de Wharton, las cuales
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concuerdan con una subpoblacién definidas por varios autores como: tipo 1,
descritas como células de citoplasma ancho y aplanadas con una menor
capacidad de proliferacion y de diferenciacion en comparacion a las células del
tipo 2, definidas como células del tipo fibroblasto, mas delgadas y fusiformes

(Can y Karahuseyinouglu, 2007; Khatami y col., 2014).

Establecimiento de los subcultivos de las células derivadas a partir del
CUH.

Los subcultivos celulares aumentan la poblacién celular a lo largo de los
pasajes, permitiendo la homogenizacion de los mismos, al predominar el tipo
celular que presenta una tasa de crecimiento mayor con respecto a las otras
células en cultivo (Sharp, 1980; Helgason y Millar, 2005). En el cordon umbilical,
son las células mesenquimales propias de la gelatina de Wharton. En los
primeros subcultivos, se observaron las células de amplio volumen
citoplasmatico en conjunto con las del tipo fibroblasto, disminuyendo en
proporcion las primeras a partir del 3% subcultivo y aumentando progresivamente
las del tipo fibroblasto en los posteriores pasajes. Esta variacion en el nimero de
ambos tipos celulares demuestra la selectividad de los cultivos y la baja
proliferacién que poseen las células de amplio volumen citoplasmético, lo que

evita la colonizacion de la placa en los siguientes subcultivos (Araos, 2009).

Para el mantenimiento de las células epiteliales, se requieren condiciones
especificas en el cultivo que favorezcan la adhesion y proliferacion de las
mismas, siendo necesaria la gelatina al 1% como sustrato de adhesion para el
mantenimiento de las células in vitro, ademas, de medios de cultivo enriguecidos
con el EFG que estimula el crecimiento y supervivencia celular (Yuny col., 2013;

Lim y Phan, 2014). En este trabajo no se suministraron las condiciones optimas
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para el mantenimiento de estas células epiteliales, pero si se brindaron las
condiciones de cultivo necesarias para que las células de interés del tipo
fibroblasto de la regién subamnidtica, se mantuvieran en los cultivos, mostrando
una de sus principales caracteristicas como lo es: la adhesion al plastico. Esta
capacidad no es solo para las células mesenquimales provenientes del CUH,
sino también las provenientes de otros tejidos (MO, tejido adiposo, entre otros),
siendo uno de los criterios sugerido por la ISCT (Arévalo y col., 2007; Carvalho y

col., 2011; Arboés y col., 2013: Arutyunyan y col., 2016).

Caracterizacién morfologica de las células derivadas del CUH.

Desde el punto de vista morfolégico, los cultivos a partir de la GW
presentaban dos subpoblaciones, en primer lugar, las células tipo fibroblasto con
morfologia ahusada y escaso citoplasma con ndcleo céntrico, reportadas a partir
de distintos métodos de aislamiento en diferentes tejidos: MO, tejido adiposo,
piel, pulpa dental, tenddn, sangre provenientes del CUH, entre otros (Mitchell y
col., 2003; Kern y col., 2006; Calderén, 2007; Tsagias y col., 2011; Salehinejad y
col., 2012; Christodoulou y col., 2013; Arbés y col., 2013; Pacini, 2013; Castro y
Montesinos, 2015; Arutyunyan y col., 2016). Asimismo, se ha determinado que
las células del tipo fibroblastos de la GW, son células madre por la expresion de
genes como: Oct4, Rexl1, Sox2, y Nanog (Carlin y col., 2006 citado de Araos,
2009; Tantrawatpan y col., 2013), C-kit (CD117) con actividad telomerasa
(Mitchell y col., 2003) en sus primeros pasajes, presentando un mayor potencial
de diferenciacion, al diferenciarse a linajes de origen no mesenquimal, como las
células nerviosas (Woodbury y col.,, 2000; Mitchell y col.,, 2003; Can vy
Karahuseyinouglu, 2007; Khatami y col., 2014); por esto ultimo estas células son

las de mayor interés para este trabajo.
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En segundo lugar, las células con amplio volumen citoplasmatico. Estas
persistieron en los subcultivos en menor proporcion que las células del tipo
fibroblasto, sin mostrar caracteristicas morfolégicas propias de la senescencia,
esto evidencia que constituyen una subpoblacién celular presente en la gelatina
de Wharton, descritas como semejantes a las células mesenquimales, pero con
una proliferacion y diferenciacion menor que estas (Mitchell y col., 2003;
Karahuseyinoglu y col., 2007). Igualmente, para los dos fenotipos celulares, el
citoplasma se observo basdfilo indicando un aumento en la cantidad de reticulo
endoplasmaético rugoso que se asocia a la sintesis proteica (Takechi y col., 1993;

Ross y Pawlina, 2007).

Caracterizacion inmunocitoquimica de las células madre mesenquimales.

La vimentina es una de las proteinas de filamentos intermedios del tipo Il
expresadas en células de origen mesenquimatico (fibroblastos, adipocitos,
condrocitos, entre otros), tiende a congregarse alrededor del nucleo desde
donde irradian hacia reticulo endoplasmatico y mitocondrias, cumpliendo
funciones importantes en el soporte y anclaje de las organelas en el citoplasma,
organizacion del citoesqueleto, integridad del citoplasma y morfologia celular
(Katsumoto y col, 1990, citado en Calderén, 2007; Paniagua y col., 2007;

Ericksson y col., 2009; Martinez y Martinez, 2010).

Ambos fenotipos obtenidos a partir del CUH resultaron positivos para el
inmunomarcaje contra la vimentina, confirmando el origen mesenquimal de las
mismas (Takechi y col., 1993; Kadner y col., 2004). La afinidad de las células
tipo fibroblastos por el anticuerpo vimentina, ha sido reportados por varios

autores (Sarugaser y col., 2005; Karahuseyinoglu y col., 2007, citado en Jeschke
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y col., 2011; Araos, 2009), corroborando una mayor expresion para las células
del tipo fibroblasto en comparacion con las células de amplio volumen
citoplasmatico, siendo estas, ademas, reportadas positivas para marcadores
endoteliales como la pancitoqueratina (Karahuseyinoglu y col., 2007). Algunos
autores sugieren que esta diferencia en el marcaje, se debe a que las células del
tipo fibroblasto son células indiferenciadas, mostrando una menor madurez en su
desarrollo con respecto a las células de amplio volumen citoplasmatico,
representado por variaciones en los niveles de la proteina vimentina segun el

desarrollo celular (Vaittinen y col., 2001, Pascual y col., 2010)

Determinacién de la viabilidad celular.

En todo protocolo de congelacion, los tejidos y suspensiones celulares
responden de manera distinta a la velocidad de enfriamiento y descongelacion
(Djuwantono y col.,, 2011), definido por la estructura y composicion de las
membranas que determinan los indices de supervivencia celular (Avila-Portillo y
col., 2006). La velocidad de congelacién afecta la velocidad y el tamafio de la
formacion de cristales intracelulares y extracelulares (Shivakumar y col., 2015).
En donde, una elevada formacién de cristales intracelulares es asociada a un
enfriamiento rapido, ya que el agua no tiene suficiente tiempo de migrar fuera de
la célula (Shivakumar y col., 2015). En este estudio, se observé la disminucion
de la viabilidad en todos los subcultivos descongelados, esto puede deberse a
gue las células se expusieron a una mayor concentracion de CPO, lo cual puede

significar un mayor riesgo de lesion celular (Bahadori y col., 2012).

Para la criopreservacion de las células se utilizd una solucion

crioprotectora compuesta de EG, Ficoll y sacarosa. En donde, el EG evita la
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formacion de cristales (Rota y col., 2006), estableciéndose que posee una baja
toxicidad para CMMs (Gajda y col., 2007). Durante la congelacion es necesario
CPO de bajo peso molecular (Palasz y Mapletoft, 1996), en este trabajo se
emplearon: el Ficoll, que promovi6 la permeabilidad del CPO, con una menor
toxicidad y viscosidad (Kasai y Mukaida, 2004) y la sacarosa, que permitio la
disminucién de la concentracion del CPO permeable (Moon y col.,, 2008),
promoviendo una rdpida deshidratacion. En un estudio realizado por Shivakumar
y col., en el 2016, se evalu6 el efecto de varios crioprotectores: 1) DMSO y 2)
una solucion crioprotectora (glucosa, sacarosa y EG) sobre las CMMs
provenientes de la GW, se obtuvo una tasa de supervivencia mayor con la
solucion crioprotectora. Igualmente, se ha determinado que la criopreservacion
puede ser afectada por la presencia del SFB, siendo una mezcla compleja de:
citoquinas, hormonas y factores de crecimiento (Shivakumar y col., 2015), que
ayudan al mantenimiento y funcionalidad celular, sirviendo como tapén de la
presion osmatica y protector de la membrana al reducir el riesgo de formacion de
cristales (Vunjak-Novakovic y Freshney, 2006; Hunt, 2011). En este trabajo, la
viabilidad disminuyo a un 61,9% en los cultivos criopreservados en una
combinacion de crioprotectores con un 20% SFB. Sin embargo, un estudio
revelo que el porcentaje de viabilidad se redujo a un 56%, al eliminar el SFB de
la solucion crioprotectora (10% PVP) (Shivakumar y col., 2015). Un resultado
similar, se obtuvo para CME humanas descongeladas, en donde la ausencia de
SFB causo una disminucion significativa en el porcentaje de viabilidad (Ha y col.,

2005).

El mantenimiento de la funcionalidad de las CMMs, se demostré por el

aumento de la viabilidad a un 97,38%, después del subcultivo de las células
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descongeladas. La razon de que estas células se recuperaran puede estar
relacionado con su estado indiferenciado (Martin-Piedra y col., 2013). La gelatina
de Wharton es definido como un tejido conectivo neonatal (Kierszenbaum y Tres,
2011), en donde las células mesenquimales, han sido caracterizadas como
primitivas (Mitchell y col., 2003; Ma y col., 2005; Oliver-Vila y col., 2015), lo cual
puede explicar que estas células preserven caracteristicas 6ptimas durante un
mayor numero de pasajes, en relacion a otros tipos celulares (Martin-Piedra y

col., 2013), aun después de un proceso de vitrificacion.
Determinacion de la proliferaciéon celular por el método de MTT.

Los resultados evidenciaron la cinética de crecimiento in vitro de las
células del cordén umbilical antes y después de la criopreservacion, en donde, la
proliferacion celular demostro las siguientes fases: una fase de latencia, en ésta
las células presentaron un periodo de adaptacion al cultivo, en la cual se
mantuvieron las condiciones in vitro, siendo ésta de una duracién de 4 dias para
las CMMs antes de la congelacion; posteriormente una fase exponencial,
caracterizada por un aumento en la proliferacion celular, y por ende un
incremento en la poblacién de manera logaritmica, ésta se evidencié a partir del
2% dia para las CMMs después de la descongelacién, mientras que para las
CMMs antes de la criopreservacion fue evidente que este periodo empez6 a los
4 dias de cultivo. Este crecimiento implica el aumento de los elementos,
traducido en un incremento en el volumen celular y su posterior multiplicacion
(Freshney, 2005, Meyer, 2012), para finalizar una fase estacionaria, en donde el
crecimiento celular permanece constante (Freshney, 2005; Madigan y col.,

2004). Esta fase, no se logro observar en la curva, es posible que se necesitara
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evaluar el crecimiento por un periodo mayor de 7 dias para las células antes de

la criopreservacion.

En el desarrollo del trabajo, los cultivos evolucionaron siguiendo un
comportamiento celular, en donde se logré apreciar que con cada subcultivo
sucesivo, las células se seleccionaban en base a su velocidad de proliferacion
mas rapida, en este caso las células del tipo fibroblasto, llegando a la
confluencia celular en un menor tiempo (Can y Karahuseyinouglu, 2007; Khatami
y col., 2014). Esto se confirmé al realizar la curva de crecimiento en donde las
CMMs sembradas después de la criopreservacion, fueron cultivos avanzados
(6" y 7™ pasaje) que alcanzaban la confluencia celular entre 4 a 5 dias, por lo

cual no se logré apreciar una fase adaptativa para las mismas.

La curva de proliferacion para las células sembradas después de la
descongelacién, mostré una disminucion en la absorbancia, es posible que esta
disminucién en la viabilidad celular puede ser adjudicada a la acumulacién de
detritos en el medio o a la confluencia de la monocapa en cultivo (Calderon,
2007), ya que cuando las células ocupan toda la superficie disponible,
establecen contacto entre ellas que inhiben su proliferacion, por ende se detiene
el crecimiento celular (Beltran y Gonzales, 2016), o se evidencia el
desprendimiento de las células por una alta confluencia en el cultivo. La tasa de
proliferacion permiti6 corroborar el tiempo mas apropiado para realizar los
subcultivos, como lo es la fase logaritmica (Calderén, 2007), entre los 5 y 6 dias
para las células provenientes del CUH. En general, las células en crecimiento
exponencial estan en su forma reproducible, y por ello, son las mas indicadas
para distintos estudios, como: enzimaticos, estructurales, entre otros (Madigan y

col., 2004; Helgason y Miller, 2005 citado de Merentes, 2016).
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Células mesenquimales inducidas.

Las células mesenquimales del CUH, se indujeron hacia el linaje
neurogénica con la utilizacion de dos medios (descritos anteriormente), que
contaron con distintos compuestos: b-mercaptoetanol y suero fetal bovino o la
ausencia del mismo. Ademas, algunas de las células se sembraron en gelatina
al 1% como sustrato que puede inducir la diferenciacion de las células
mesenquimales (lee y col., 2016). Se conoce que el BME es un agente
antioxidante que promueve la rapida transicion de las células hacia el fenotipo
neural, en donde se observa la generacion de neuritas y formacion de filamentos
intermedios (Woodbury y col., 2000), esto se corrobord al observar el inicio de
cambios morfolégicos durante el periodo con el medio preinductor (Fig. 16),
como la retraccion del cuerpo celular y el desarrollo de pequefias prolongaciones
(neuritas) en células antes y después de la criopreservacion, siendo favorecido
por la presencia del SFB y la gelatina al 1% como superficie de diferenciacion.

Otro de los factores inductores de la diferenciacion neurogénica fue el
suero fetal bovino, éste consta de hormonas y factores de crecimiento
(Merentes, 2016), tales como: EGF y bFGF, los cuales potencian la division
celular y la expresion de genes precursores neuronales, promoviendo una mayor
respuesta a la induccion (Woodbury y col., 2000; Delcroix y col., 2010). En el
trabajo, se evidenci6 que en el tratamiento con el 2% de SFB para la
diferenciacion in vitro en presencia de gelatina como sustrato o en ausencia, se
observd un mayor porcentaje cualitativo de células similares a neuronas, en
comparacion con aquellas inducidas sin SFB que presentaron una mayor
diferenciacion hacia células similares a astrocitos. Se ha demostrado que una

baja concentracion de bFGF, regula la diferenciacion neurogénica (Qian y col.,
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1997 citado de Cardozo, 2015). Ademas, la utilizacién de medios preinductores
con EGF y bFGF, incrementan hasta un78% la diferenciacion neuronal de las
CMMs de la MO, favoreciendo la extension de neuritas (Woodbury y col., 2000),
en donde la utilizaciébn de SFB inhibe la expresion de nestina en CMMs de MO
de raton, y solo las positivas a esta proteina filamentosa son capaces de
diferenciarse en células GFAP — proteina expresada por astrocitos (Wislet-
Gendebien y col., 2003; Soto-Rodriguez y col., 2014). Por lo tanto, el SFB
desempefia una funcién reguladora independiente en presencia o no, de otros
factores inductores (Croft y Przyborski, 2006).

Otro factor de la induccion celular utilizado fue la gelatina, esta es una
proteina soluble originada por la hidrélisis del colageno, que promueve la
adhesion, proliferacion y diferenciacion celular (Lee y col., 2016; Lu y col., 2016).
En el trabajo, se evidencié que en presencia 0 ausencia de gelatina al 1% se
indujo la diferencia neurogénica, obteniéndose diversos fenotipos neuronales.
Sin embargo, la presencia de ésta favorecid la madurez de los fenotipos
neuronales en las células inducidas sin SFB, en comparacién con las
diferenciadas sin gelatina, en donde se observaron cualitativamente un mayor
porcentaje de células similares a progenitoras neuronales. En un estudio
realizado con CMMs de la médula 6sea de raton, aquellas células que se
cultivaron en placas recubiertas con gelatina aumentaron su proliferacion y
diferenciacion hacia el linaje neurogénico en comparacion con las sembradas en
placas no recubiertas (Park y col., 2013 citado en Obara y col., 2016). Ademas,
se demostré que la gelatina induce la generacion de CMMs con una mayor
respuesta hacia la diferenciacion neurogénica, cuando esta molécula es utilizada

en el cultivo primario en comparacion con aquellas que no estuvieron expuestas
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a la gelatina como superficie de adhesion (lee y col., 2016). Por lo tanto, es
posible que las CMMs obtenidas a partir del CUH, se hayan favorecido por la
presencia de gelatina al 1% como superficie de adhesion en los cultivos

primarios.

Evaluacion histoquimica de las células diferenciadas al linaje neural.

La tincion de plata por el método de Bielschowsky y la tincion de violeta
de cresilo, se utilizaron para evidenciar la diferenciacion de las células hacia el
linaje neurogénico en cada tratamiento, antes y después del proceso de

criopreservacion, apreciando células similares a neuronas y a células gliales.

En el trabajo se identificaron distintos tipos de células similares a
neuronas, como: unipolares, bipolares y multipolares. En donde, se observé que
las células similares a neuronas multipolares presentaron un mayor tamafo in
vitro, con respecto a las células similares a células gliales. Estas presentaron un
aspecto estrellado que constaba de un cuerpo celular o soma, a partir del cual
proceden multiples neuritas y un axén de gran dimension, las que se mostraron
positivas ante la tincién de plata y violeta de cresilo, siendo positivas también las
células similares a neuronas bipolares con un soma esférico de menor tamafio.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Calderon en el 2007, que
define a las células similares a neuronas como positivas para estas dos

tinciones.

En cultivo se observaron los dos tipos astrocitos diferenciables por sus
prolongaciones neuronales, como: ceélulas similares a  astrocitos
protoplasmaticos que presentaron extensiones gruesas y cortas con un contorno

irregular de morfologia estrellada, y un cuerpo celular transparente de gran
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tamafio en proporcion a las multiples neuritas. El otro tipo evidenciado, fueron
las células similares a astrocitos fibrosos con extensiones largas, delgadas y
lisas. Ambas de mayor tamafio en comparacion con los oligodendrocitos. Estas
células se mostraron positivas con una coloracion leve tanto para la tincion de
plata y la tincion violeta de cresilo, debido a que las células similares a astrocitos
protoplasmaticos poseen una escasa concentracion del RER (Eliseiev y col.,

1985 citado en Calderén, 2007).

Ademas, se reconocieron células similares a oligodendrocitos, siendo
identificadas por su menor tamafio y menor numero de ramificaciones con
respecto a los astrocitos (Eynard y col., 2008). En cultivo poseian una morfologia
esferica con largas prolongaciones, sino se encontraban en contacto con células
similares a neurvonas. Estas células se presentaron positivas para la tincion
violeta de Cresilo, debido a que presentan un desarrollo de los organelos
citoplasmaticos ricos en reticulo endoplasmatico rugoso, complejo de Golgi,
mitocondrias y ribosomas (Leeson, 1990; Purves y col.,, 2007), sin embargo,

resultaron negativas para la tincion con plata porque no presentan neurofibrillas.

Evaluacion inmunocitoquimica de las células diferenciadas hacia el linaje

neural.

Para una mejor compresion de los fenotipos neuronales se realizé la
inmunocitoquimica contra la neurofibrillas. Estas se encuentran compuestas por
proteinas de neurofilamentos, encargados de proporcionar soporte al soma,
dendritas y axon para el manteniendo de su forma, ademas, encargandose del
transporte celular (Kunkel, 2005; Welsch y Sobotta, 2008). Los neurofilamentos

se clasifican en tres segun su tamafio: 1) liviano (NF-L) de 61-68 kDa, 2)
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mediano (NF-M) de 90-110 kDa vy, por ultimo, 3) pesado (NF-H) de 115-130 Dka
(Grant y Pant, 2000; Ross y Pawlina, 2007). Se tiene que el desarrollo del
sistema nervioso va acompafiado de una expresion diferencial de los
neurofilamentos (Nixon y Shea, 1992 citado en Lariviere y Julien, 2004), en
donde la expresion génica esta regulada durante el desarrollo neuronal, siendo
la subunidad NF-L expresado en etapas tempranas, el NF-M al inicio de la
formacion de las neuritas y NF-H durante el desarrollo post-natal (Lariviere y

Julien, 2004; Julien y cols., 1987 citado en Alberti, 2006).

En el presente trabajo, las células diferenciadas hacia el fenotipo neural
resultaron positivas para el marcaje contra la neurofibrillas, tanto para las CMMs
antes y después del proceso de criopreservacion, confirmandose la presencia de
las mismas. En donde, el marcaje para las células diferenciadas no fue
homogéneo, debido a que la proteina del citoesqueleto neural (NF-M) se
expresa al comienzo de la formacion de las prolongaciones. Se evidencié que
aquellas células maduras tanto para las células similares a neuronas y
astrocitos, presentaron una expresion menos intensa al compararlas con las
células que iniciaban la formacién de sus extensiones que mostraron un
inmunomarcaje intenso. Con respecto, a las células similares a oligodendrocitos
no se evidencidé expresion, debido a que estas no presentan neurofibrillas
(Bravo, 2007 citado en Calderdn, 2007). Para identificarlas, se podrian emplear
marcadores especificos contra la proteina nucleétido-ciclico-fosfodiesterasa
(CNPasa) o contra el anticuerpo antioligodendroglia presente en los

oligodendrocitos (Sprinkle, 1986; Lyck, 2008).
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CONCLUSIONES

La combinacion de enzimas dispasa, tripsina y colagenasa tipo Il, utilizadas
en el trabajo, permitieron el aislamiento de las células madre mesenquimales
presentes en los diferentes compartimientos del cordén umbilical humano,
principalmente de las regiones subamnidtica y de la gelatina de Wharton.

En el establecimiento de los cultivos primarios en monocapa, se logré
observar una poblacion celular heterogénea, o que nos indica que existen
subpoblaciones de células con caracteristicas intrinsecas del tejido de origen.
A pesar de esto, cuando se realizan los subcultivos se logran obtener
poblaciones mas homogéneas de células de morfologia tipo fusiforme que
son las consideradas como células madre mesenquimales.

Se establecieron las condiciones 6ptimas que permitieron el mantenimiento y
proliferacion de las células mesenquimales en los cultivos primarios y
subcultivos, logrando expandir hasta el séptimo pasaje sin rasgos aparentes
de senescencia.

Las células mesenquimales del cordén umbilical humano, mantienen
aparentemente su identidad morfolégica después del proceso de
criopreservacion por vitrificacion, lo cual fue evidenciado por la expresion de
la vimentina, citoesqueleto caracteristico de células progenitoras de
naturaleza mesenquimal.

El proceso de criopreservacion por vitrificacion es un método efectivo y
simple, que permite que las células mesenquimales del cordon umbilical
humano después del proceso de criopreservacion por vitrificacion, puedan

mantener su potencial de proliferacion y diferenciaciéon neurogénica.
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RECOMENDACIONES

1) Realizar un ensayo de electrofisiol6gico, para corroborar que las células
madre mesenquimales diferenciadas hacia el linaje neural son células

neuronales funcionales.

2) Evaluar otros marcadores especificos en contra de neurofibrillas, tales

como: NF-L y NF-H, que permitan determinar las distintas fases de

diferenciacion neurogénica in vitro.
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ANEXOS

1) Medios y soluciones utilizadas en el cultivo in vitro.

1.1) Medio DMEM - F12 suplementado al 15 % SFB.
Preparacion: EI medio DMEM: F12 con bicarbonato, se filtra y se le realiza

una prueba de esterilidad. Posteriormente, se combina con el SFB y los

antibiéticos- Antimicaoticos.

Medio DMEM: F12.........cciiiiiiiiiieiee oo 1
Bicarbonato de Sodio- NaHCO ..., 1.2grs
ANtibiOtiCOS-ANtIMICOCO. ... ..ceeeeiiiiee e 20 ml
Suero Fetal BOVINO-SFB............ceiiiiieie e 150 ml
Agua Bidestilada Desionizada................ccccouueeeiieieiiieeiieeeenn 1000 ml
1.2) Medio Hanks- F12 (para 500 ml)
Medio HANKS-FL2.......oooiniei e 5.3 9rs
Bicarbonato de Sodio- NaHCO ..., 0.588 grs
Agua Bidestilada Desionizada..................cc.oeeeiiieiiiiiieiiieeeeee 500 mi
1.3) Medio Hanks-F12 (Para transporte del CUH)
ANtiDiOtICOS-ANGIMICOICO. .......eeiei e, 2ml
Medio HAaNKS-F12.........cooiiiiee e 98 ml
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1.4) Solucion buffer de Fosfato (PBS), libre de calcio y magnesio.

Cloruro de Sodio-NaCl ... 8 grs

Cloruro de potasio- KCl ... 0.2 grs
Di-sodio Hidrégeno Fosfato Dodecahidrato- NazHPO412H20 .......... 29grs
Di-hidrégeno de Potasio Primario -KH2P04 ................................... 0.2 grs
Agua Bidestilada Desionizada...............ccccooiiiiiii 1000 ml

1.5) Solucion de EDTA al 0,04%.

Acido Etilendiaminotetraacético-EDTA. .........oveeueieeeeeieeeiee e 0.4 grs

Agua Bidestilada Desionizada...........ccccceeeeeeeieeiiieiieee e 1000 ml

1.6) Solucién de Gelatina al 1%. (Para sustrato de adhesion y de

diferenciacion)
GelatiNg.... ..o 1grs
Agua Bidestilada Desionizada.............c...oooiiiiiiii i 100 mi

1.7) Solucidon de Tripsina al 0,25%.

Cloruro de Sodio-NaCl ..., 8 grs
Cloruro de Potasio-KCl ... 4 grs
Di-sodio Hidrégeno Fosfato Dodecahidrato -NaZHPO412HZO ........... 0.1 grs
THZMA-BaASE. ... 39rs
PeniCilina G......o 0.06 grs
Glucosa Monohidratada.............ccooviiiiiii 1or
ROJO FENOL. ... 0.01 grs
1] 153 - T lor
Agua Bidestilada Desionizada...........c..coooieiiiiiiiiiiii 1000 ml
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1.8) Solucion Dispasa (1,2 unidades/ml)

DISPASA. ... ettt 0.066 gr
ANtibioticoS-anNtiMICOtICO. ... . ee e, 2 ml
MEIo HaNKS-FL2. . ..o e, 100 ml

1.9) Solucion de Colagenasa Tipo Il (actividad 295 unidades/mgq)

Colagenasa TipO ... e 0.12 grs
Medio HanNKS-FL12..... ..o 120 mi

1.10) Soluciones para la criopreservacion y descongelacion celular

1.10.1) Solucién PBS al 20% SFB (Para 100 ml)

Suero Fetal BOVINO- SFB.......co.ooeiieeeee e e 20 ml
Solucion Buffer FOSTato-PBS. ... e 80 ml

1.10.2) Solucion de Equilibrio al 20% Etilenglicol

EtIlengliCol....... ..o 20 ml
PBS @l 20% SFB.....cuiiiiiii e 80 ml

1.10.3) Solucion de Vitrificacion al 40% Etilenglicol

EHIENGHCOL. .+t 20 m|
FICOI 70t 9ml
SACANOSA (BM). .. et 3 ml
PBS A1 20% SFB.....veeeeee et 18 mi
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1.10.4) Solucién de sacarosa al 0,5M

SACAIOSA (BM).. e, 2.5mi
PBS @1 20% SFB......oiveeeeeeeeeeeeeee e 22.5ml
1.10.5) Solucién de sacarosa al 0,25M
SACATOSA (BM)... .ot 1.25 ml
PBS @l 20% SFB.....oviieiieoee oo, 23.75ml
1.11) Medios para la diferenciacion neurogénica
1.11.1) Medio preinductor con 20% SFB
B-mercaptoetanol (500 MM)...............oueeeeeeeeeeeeee e, 40 pl
S B e, 4 mi
DMEM: FA2.. oo 16 ml
1.11.2) Medio inductor con 2% SFB
B-mercaptoetanol (500 MM)........oiiiiiiiii e 140
S B e et 0.4 ml
DMEM: F2. o e 19.6 ml
1.11.2) Medio inductor sin SFB
B-mercaptoetanol (500MM)..............eeeeiieeeee e, 280 pl
DMEM: FA2. oo 20 mi
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