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RESUMEN
En la actualidad, se encuentra en pleno desarrollo la investigacion acerca de las
diversas fuentes de obtencion de las células madre. Si bien, es importante resaltar
que estas células presentan una variedad de caracteristicas destacables y
prometedoras para el campo de la biologia y la medicina regenerativa; ain existen
diversos aspectos en cuestién con respecto a la naturaleza y los problemas éticos
que se desencadenan a partir del estudio de estas células. La membrana
amniética humana (MAH), es una nueva fuente de células madre, de baja
inmunogenicidad, de facil acceso sin que suponga ningun riesgo para el donante,
no presenta problemas éticos y ademas provee de suficiente material celular.
Estudios recientes acerca del aislamiento de células mesenquimales y epiteliales
de la MAH han demostrado que estas células madre presentan propiedades
pluripotentes. En este contexto, se plante6 como objetivo de este trabajo, la
estandarizacion de los métodos para el aislamiento, caracterizacion y la
evaluacion del potencial de diferenciacion osteocondrogénico de las células
mesenquimales del estroma de la membrana amniética humana. Para ello, se
utilizaron placentas humanas donadas con consentimiento informado y la
aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias, UCV. La MAH fue
aislada del corion de forma manual, posteriormente se realizé la disgregacion
mecanica y enzimatica con la colagenasa tipo I. Los cultivos de células
mesenquimales se caracterizaron con un microscopio invertido de contraste de
fases, coloraciones de rutina, determinaciones inmunocitoquimicas y mediante
sondas fluorescentes. Posteriormente, se realizaron subcultivos para evaluar el

potencial de diferenciacion de las células utilizando dos estrategias de cultivo:



cultivo en monocapa y sistema de cultivo tridimensional en micromasas. A estos
cultivos se les realizaron distintos ensayos histoquimicos e inmunohistoquimicos
con el fin de detectar la presencia de diversos componentes de la matriz
extracelular que también se encuentran presentes en células del tejido
cartilaginoso y el tejido 6seo. Se logr6 estandarizar un método para el
establecimiento y caracterizacion del cultivo primario, manteniéndose la morfologia
tipica a través de los subcultivos sin rasgos aparentes de senescencia. En los
cultivos se aprecié una subpoblacién de células con morfologia tipo fusiforme que
expresa marcadores de células mesenquimales progenitoras; Stro-1 y vimentina.
También se observd otra subpoblacion de células de amplio volumen
citoplasmatico con numerosos lisosomas en la region perinuclear del citoplasma.
Por ultimo, la presencia de GAG carboxilados y sulfatados, de proteoglicanos en la
matriz extracelular de las micromasas, asi como también la expresion de colageno
tipo I, principal marcador de condrogénesis indican que las células
mesenquimales de la membrana amniética humana se diferenciaron hacia el linaje
condrogénico bajo todas las condiciones ensayadas, incluso el sistema
tridimensional de micromasas permiti6 que las células en presencia de medio
control y ausencia de inductores se diferenciaran espontaneamente hacia este
linaje, sin embargo no se logro la diferenciacion a nivel osteogénico, mientras que
si hay indicios de mineralizacion de la matriz extracelular en algunas zonas del

cultivo bidimensional.



INDICE DE CONTENIDO

INTRODUGCCION ...ttt ettt e e 1
ANTECEDENTES .....ottiiiiee ittt ettt e e e e e sttt e e e e e e e e s snnnsbbreeeeeaeeeannnes 15
HIPOTESIS ...ttt sttt 18
(@] = 1 = I V@ 1 SRR 18
(@ o =2 A 0T o T=T =T > U 18
ODbjetiVOS €SPECITICOS: ....cei i 18
MATERIALES Y METODOS......coiiieiieeieeeeeieeeee ettt eae e e eae e e, 20
Material DIOIOGICO ... ... e aaaa 20
Establecimiento del cultivo primario de células mesenquimales de la membrana
AMNIOLICA NUM@NAL ...oiiiiiiiiiiiie e 20
Aislamiento de la membrana amniética humana de la placenta .................... 20
Denudacion de la membrana amnidtica humana............cccccevvvvevivveiiiieeeenn. 21
Disgregacion mecanica y enzimatica del estroma de la membrana amniotica
T L= o - P 23
Establecimiento de SUDCUILIVOS ..........ccooviiiiiiiiiiieee 25
Ensayos de proliferacion celular mediante curva de crecimiento................... 26
Caracterizacion morfologica de las células mesenquimales...........cccccceeeeeennnnee 26
Registros con sondas flUOrESCENTES ...........coevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 27
Determinacion inmMUuNOCIEOQUIMICA ........uuuuiiieeeeeieeeiiiie e eeeaans 27
Ensayos para la induccién de la diferenciacion en cultivos .................ceeeeee. 28
(O i\ oS =T T g Lo gTaTor=T o - H TN 28
Cultivos en agregados celulares 0 miCromasas ..........ccceevvvvvviieeeeeeeeeeenvnnnnnnns 29
Evaluacion citoquimica de la induccion de la diferenciacion de las células
mesenquimales de la MAH cultivadas en monocapa ...........cccooevvvvvieieeeeeeeeennnnn, 30
[@0] o] = Toi o] g = VAU | I= 1 (o1 =T o SN 30
Coloracion de VON KOSSA ......uuuuuuuuuuurrururernrueunnnnnnnnnnsnsssssssnssnnnssnnnnensnnnn——.. 30
Evaluacion histoquimica e inmunohistoquimica de la induccion de la
diferenciacion de las células mesenquimales de la MAH ...........ccccccvviiiiiinnnnnn. 31
Cultivos en agregados celulares 0 miCromasas ..........ccovvvvvvvriineeeeeeeeeennnnnnnnns 31
AZUI de tOIUIdING 190, 31
Coloracion de Van GIESON .......ceveuuuiiiiiieeeee et e e e e e et e e e e e e eeeaeans 31
Inmunohistoquimica anti colageno tipo Il ... 32

RESULTADOS . ...ttt e e e e eennns 33



Aislamiento y establecimiento del cultivo de células mesenquimales del estroma

de la membrana amnidtica humana (MAH). ..........ccooiiiiiiiiiiic e, 33
Curva de crecimiento de las células mesenquimales de la membrana amniédtica
AUM@NEL ... 36
Caracterizacion morfologica de células mesenquimales del estroma de la MAH.
........................................................................................................................... 37
Induccion de la diferenciacion de las células mesenquimales del estroma de la
N o P 40
Diferenciacion de células mesenquimales en cultivos en monocapa............. 41
Diferenciacidon de células mesenquimales en sistema tridimensional de
MICTOMASAS ... eeeeteeeeeeeee ittt ettt ittt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt e ettt ettt te ittt eeeeteeeeeteeeeeeeeeeeeeees 44
DISCUSION ...oiiiiiiieieieieeie ettt ettt ettt e eeenene 63
Aislamiento y establecimiento del cultivo de células mesenquimales del estroma
de la membrana amnidtica humana............cccccevviiiiiiiiiiiiiieeeeee 63
Curva de crecimiento de las células mesenquimales de la membrana amniética
AUM@NA. ... 66
Caracterizacion morfologica de células mesenquimales del estroma de la MAH.
........................................................................................................................... 67
Induccion de la diferenciacion de las células mesenquimales del estroma de la
N o 70
Diferenciaciéon de cultivos de células mesenquimales en monocapa............. 71
Diferenciacidon de células mesenquimales en sistema tridimensional de
1o 0] g F= TS T 73
CONCLUSIONES ... 78
BIBLIOGRAFIA ...ttt 81
e AN 95

ANEXO 2. 98



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Modelo jerarquico de las células madre de acuerdo a su
potencialidad. ......... ..o 4
Figura 2. Representacion esquematica del feto humano dentro de su membrana
extraembrionaria a las 20 semanas de gestacion..............cccooiiiiiiiiiii i 7
Figura 3. Corte tefiido con hematoxilina-eosina de amnios y corion de un mono
Rhesus y representacion esquematica del amnios y corion humano................... 7
Figura 4. Esquema de la cadena de sefializacion de la proteina morfogenética del
NUESO  (BMP). .o 11
Figura 5. Componentes organicos de la matriz 6sea..............ccccoeviiiiiiiinenn. 13
Figura 6. Protocolo de aislamiento de la membrana amnidtica humana de la
01 F= T = o | €= 22
Figura 7. Protocolo de denudacion y disgregacion enzimatica de la membrana
aAMNIGtICA  NUMANA. ... e e e ne e 24
Figura 8. Cultivo primario de células aisladas del estroma de la membrana
amniética humana obtenidas de la primera fraccion enzimatica........................ 34
Figura 9. Cultivo primario de células tipo mesenquimales aisladas del estroma de
la membrana amni6tica humana obtenidas de la segunda fraccion
BN ZIMALICA. .. et 35
Figura 10. Subcultivos de células tipo mesenquimales aisladas del estroma de la
membrana amnidtica humana............ccooiiiiii i 36
Figura 11. Curva de crecimiento de las células mesenquimales de la membrana
aAMNIGtICA NUMANA. ... ... e e 37
Figura 12. Células tipo mesenquimales aisladas del estroma de la membrana
amniética humana. Coloracion de rutina May Grunwald-Giemsa..................... 38
Figura 13. Células tipo mesenquimales aisladas del estroma de la membrana
amniotica humana. Marcaje con sondas fluorescentes: Naranja de Acridina (NA) y
HOBS . .o 39
Figura 14. Determinacion inmunocitoquimica de cultivos de células tipo
mesenquimales aisladas del estroma de la membrana amnidtica

10T = 1 = 40



Figura 15. Diferenciacion de células tipo mesenquimales en el sistema de cultivo
en monocapa. Coloracion azul alcian pH 2,5 42
Figura 16. Diferenciacion de células tipo mesenquimales en el sistema de cultivo
en monocapa. Coloracion de von KOSSa.........coovuiiiiiiiiiiiiii i 43
Figura 17. Sistema de cultivo en micromasas de células tipo mesenquimales.
Tamafio de 10S agregados. .......viniiiiii e 44
Figura 18. Cartilago humano tefiido con azul alcian pH 2,5. Control positivo...... 45
Figura 19. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniotica

humana cultivadas en micromasas. Medio control. Coloracién Azul alcian pH

Figura 20. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana inducidas en micromasas. Medio de induccion condrogénica. Coloracion
Azul alcian PH 2, 5. . 47
Figura 21. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniotica
humana inducidas en micromasas. Medio de induccion osteogénica. Coloracion
azul alcian PH 2, 5. .. i 48
Figura 22. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética

humana cultivadas en micromasas. Medio control. Coloracion azul alcian pH

Figura 23. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana inducidas en micromasas. Medio de induccion condrogénico. Coloracién
AzZUl alCian PH ..o e 50
Figura 24. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana inducidas en micromasas. Medio de induccion osteogénico. Coloracién
azul alcian PH L. 52
Figura 25. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana  cultivadas en micromasas. Medio control. Azul de
BOIUIAINAL. . .o 52
Figura 26. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniotica
humana inducidas en micromasas. Medio de induccion condrogénico. Azul de
LOIUIAING. . .o 54



Figura 27. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniotica
humana inducidas en micromasas. Medio de induccidon osteogénico. Azul de
L0 1 0o 10 54

Figura 28. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniotica

humana cultivadas en micromasas. Medio control. Tincibn de Van

Figura 29. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana inducidas en micromasas. Medio de induccién condrogénica. Tincion de
Y22 L T ©1 1= o TP 56
Figura 30. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana inducidas en micromasas. Medio de induccién osteogénica. Tincion de
Y Z= 1 T ©1 1= o 57
Figura 31. Cartilago humano. Inmunohistoquimica anti colageno tipo 2. Control
010 ES 11 P 58
Figura 32. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana cultivadas en micromasas. Medio control. Inmunohistoquimica anti
COIAgENO tIPO ... 59
Figura 33. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana cultivadas en micromasas. Medio de induccion condrogénica.
Inmunohistoquimica anti colageno tipo ... 60
Figura 34. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniotica
humana cultivadas en micromasas. Medio de induccidbn osteogénica.
Inmunohistoquimica anti colageno tipo ..., 61
Figura 35. Esquematizacion del patron general que exhiben las micromasas en

(o= (0 F= =1 0 7= 1Y/ o F PPN 62



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Algunos ejemplos de biomoléculas y efectos involucrados en la
(ofo] a0 [ oo =T aTSTSY S 4 AV 11 (o TSP 10
Tabla 2. Factores a ensayar en el medio base para inducir la diferenciacion
0Ste0geNICa Y CONAIOGENICA. .. .. vttt et ettt et e neaaan 28
Tabla 3. Niveles de expresion y de coloracion de los ensayos de histoquimica e

inmunohistoquimica aplicados en cada region de las micromasas.

Tabla 4. Parametros aplicados en distintas referencias para la disgregacion

enzimatica de la MAH denudada. ........oooe oo e 64



OLISTA DE ABREVIATURAS

BMP: proteina morfogenética del hueso.
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INTRODUCCION

En afos recientes de investigacion, el estudio de la célula mediante técnicas de
cultivo celular ha obtenido un avance significativo, sustentado por las diversas
ventajas que presenta esta tecnologia. Entre las ventajas principales se destacan,
segun Freshney en el 2010, el control de las caracteristicas fisicoquimicas del
microambiente (pH, temperatura, presion osmotica, concentracién tanto de O,
como de CO,) asi como también las condiciones fisioldgicas presentes. A su vez,
estas caracteristicas se encuentran englobadas dentro de las necesidades basicas
que determinan la preparacion de un cultivo, como lo son: un soporte o sustrato,
una fase gaseosa y un medio de cultivo. Es preciso sefialar, que este conjunto de
factores buscan simular el ambiente de la célula cuando ésta se encuentra en su
condicion in vivo, es por esto que este microambiente debe estar constituido por
una oOptima adhesion del sustrato, una concentracion adecuada de nutrientes,
hormonas, factores de crecimiento y contar con un numero significativo de
interacciones celulares; todo esto resulta fundamental para la expresion de
funciones celulares especializadas (Alberts y col., 2008).

Asi como se expresan funciones especializadas por parte de la célula también se
expresa un fenotipo caracteristico, el cual no siempre coincide exactamente con el
fenotipo que se presenta en condiciones in vivo; pues esto se encuentra
determinado por el cambio del microambiente. De igual forma se ve reducido el
namero de interacciones célula-célula y célula-matriz debido a la ausencia de la
arquitectura heterogénea vy tridimensional del tejido original, asi como también la
carencia de numerosos estimulos por parte de nutrientes y hormonas (Freshney,

2010).



La célula alcanza la expresion de propiedades fenotipicas y funcionales similares
a las presentadas in vivo a través de un proceso llamado diferenciacion, es en
esta etapa que se le denomina célula madura, la cual puede estar sujeta a una
condicion irreversible o reversible (Freshney, 2010). Por otra parte, cuando una
célula no exhibe estas caracteristicas se le conoce como célula indiferenciada,
entre las que se destacan las células madre.

En la actualidad, el tema de las células madre ha ocupado un papel importante en
la biologia moderna y en la medicina, puesto que la disciplina de estudio de esta
vertiente ha obligado a los cientificos a intentar establecer conexiones entre
regulaciones epigenéticas y el destino de la célula. Igualmente, la biologia de las
células madre circunscribe aplicaciones para el tratamiento de diversas
enfermedades como la malformacién y degeneracién de tejidos, traumas y
deficiencias genéticas. Es por esta razén que se sitla a las células madre como
una promesa para alcanzar terapias efectivas que permitan incluso restaurar
completamente las funciones perdidas de tejidos dafiados como consecuencia de
distintas patologias (Daley, 2010).

Las células madre son células indiferenciadas que se encuentran presentes en los
distintos estadios del desarrollo de un organismo (embrién, feto y adulto).
Igualmente, éstas originan las células diferenciadas que conforman un tejido, los
cuales, a su vez constituyen a los 6rganos. Tanto en la etapa postnatal como en la
etapa adulta se pueden localizar células madre en distintos 6rganos del cuerpo
humano. Estas resultan cruciales al momento de reparar alguna lesién presentada
por un 6rgano en especifico. Entre las principales caracteristicas de las células

madre estan: la capacidad de auto renovarse (pueden proliferar extensivamente),
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la habilidad de clonarse a partir de una sola célula y su potencialidad (capacidad
de diferenciacion en distintos tipos celulares). Sin embargo, estas propiedades
pueden variar en diversos tipos de células madre (Kolios y Moodley, 2012).

La clasificacion de las células madre se puede realizar segun dos criterios
distintos: su potencial de diferenciacion y su origen. En términos de potencial de
diferenciacion, se pueden clasificar en 5 grupos: totipotentes, pluripotentes,
multipotentes, oligopotentes y unipotentes (Smith, 2006). En cuanto a las
totipotentes, éstas son las Unicas células capaces de conformar un organismo
completo, el origen de las mismas proviene del cigoto. (Smith, 2006; Rossant,
2001). Las células madre pluripotentes poseen la capacidad de diferenciarse en
células de cualquiera de las tres capas germinales: endodermo, mesodermo y
ectodermo; mas no en células del tejido extraembrionario (De Miguel y col., 2010).
Por otra parte, las células madre multipotentes son capaces de diferenciarse en
distintos tipos celulares procedentes de la misma capa embrionaria (Prosper y
Herreros, 2004). En cuanto a las células madre oligopotentes, éstas poseen una
menor capacidad de diferenciacién que las multipotentes, puesto que se pueden
diferenciar a un grupo mas restringido de linajes celulares (Wagers y Weissman.,
2004; llic y Polak, 2011). Por ultimo, las células madre unipotentes Unicamente
pueden diferenciarse en células de un solo tipo celular determinado (Amabile y
Meissner, 2009).

De acuerdo a su origen o fuente de obtencion, las células madre se pueden
clasificar en: células madre embrionarias, células madre pluripotentes inducidas,
células madre adultas y células madre de origen neonatal. (llic y Polak, 2011;

Kolios y Moodley, 2012). Las células madre embrionarias son pluripotentes y se
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Figura 1. Modelo jerarquico de las células madre de acuerdo a su
potencialidad (Tomado de Présper y Herreros, 2004)

derivan de la masa celular interna del blastocisto (estadio ubicado entre los dias 5
y 6 posteriores a la fertilizacion, sefialado en la Figura 1), éstas se pueden
mantener en cultivo y en estado indiferenciado por un tiempo prolongado (Yao y
col., 2006; Rossant, 2008). En referencia a las células madre pluripotentes
inducidas, éstas se originan a partir de la reprogramacion de células somaticas
adultas a través de la sobreexpresion de factores de transcripcion especificos
(Amabile y Meissner, 2009). De la misma forma, se ha demostrado que estas
células resultan muy similares a las células madre embrionarias en términos de
morfologia, proliferacion, antigenos de superficie, genes de expresion, estado
epigenético de genes especificos de pluripotencialidad y actividad enzimatica de la
telomerasa (Takahashi y col., 2007). Las células madre adultas generalmente son
multipotentes, del mismo modo se han reportado hallazgos de estas células en
diversas zonas del organismo, tales como: médula 6sea, musculo esquelético,

piel, tejido adiposo, corazén, pulmén, higado, prostata, intestinos, sangre



periférica y el sistema nervioso central. (Alison e Islam, 2008; Hass y col., 2011).
En cuanto a las células madre de origen neonatal, se consideran como principales
fuentes de obtencion tejidos como la placenta, el amnios, y el cordén umbilical.
Una ventaja destacable de estos tejidos como fuente de células madre es su facil
disponibilidad y obtencion, lo cual permite que se descarten intervenciones
invasivas al organismo ademas de evitar problemas de indole ético. De hecho,
este tipo de tejidos neonatales estadn conformados por una serie de poblaciones
celulares que incluyen: células epiteliales, mesenquimales, endoteliales y
hematopoyéticas; todas con caracteristicas de células madre. Inclusive, se ha
sugerido que las células madre mesenquimales provenientes de estos tejidos
podrian tener ventajas adicionales a las células madre adultas del tipo
mesenquimal; entre las que se destacan: mejor capacidad de proliferacion, mayor
tiempo de vida y mayor potencial de diferenciacion. Un ejemplo factible de células
madre obtenidas a partir de tejidos neonatales con las caracteristicas
anteriormente descritas, son las células mesenquimales de la placenta. (Hass y
col., 2011).

La placenta en humanos, junto con el blastocisto, empieza su desarrollo durante
los dias 6 y 7 posteriores a la fertilizacion (Parolini y col., 2008). El érgano de la
placenta surge de un proceso en el cual se realiza una conexioén estrecha entre
una parte de las membranas fetales y el endometrio, lo cual precede a la
implantacion. Asimismo, estas membranas (desarrolladas a partir del embrion)
desempeiian funciones importantes y vitales para el feto (Avancini y col., 2012).
Las membranas fetales reciben el nombre de corion y el amnios; ambas

extendidas a partir del borde de la placenta. A diferencia del corion, el amnios o
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membrana amnidtica se encuentra contiguo al cordon umbilical y la piel del feto
(Ver Figura 2). El amnios desempeia una resistencia al estiramiento progresivo
del embrién en crecimiento, traumas internos y externos, y cambios drasticos o
lentos de presion. Esta resistencia se debe a la composicion de su estructura, la
cual esta conformada por una capa epitelial y el tejido conectivo derivado del
mesodermo amnidtico, del que se pueden observar en detalle 4 capas distintas en
el esquema representado en la Figura 3 (Dobreva y col.,, 2010). La monocapa
epitelial estd compuesta por células planas, cuboidales y columnares; y se
encuentran en contacto con el fludo amnidtico. Estas células secretan
glucoproteinas, colageno y lamininas que constituyen la membrana basal; esta
Gltima estd en contacto con el mesodermo amniético (Van Hereldaen, 1978;
Takashima y col., 2008). Préxima a la membrana basal, se puede distinguir una
capa acelular compacta, constituida por tejido conectivo formando paralelamente
grupos de colageno que mantienen la integridad mecanica de la membrana
amnidtica. Seguidamente, se encuentra una capa denominada estroma ; contigua
a una capa esponjosa compuesta por proteoglicanos, glucoproteinas y una red de
coldgeno no fibrosa adyacente a una capa reticular que contiene células
mesenquimales dentro de una matriz extracelular de fibronectina, colageno y
fibrilina. El estroma se caracteriza por ser la capa de mayor espesor conformada
por células mesenquimales de tipo fibroblastos, usualmente llamadas células
mesenquimales de la membrana amnidtica, éstas a sSu vez se encuentran
embebidas en una matriz extracelular de colageno (Van Hereldaen y col. 1978;

Kobayashi y col., 2008; Magatti y col., 2008).



Membrana de corion y amnios fusionados

Figura 2. Representacion esquematica del feto humano dentro de su membrana
extraembrionaria a las 20 semanas de gestacion. P: Placenta. CU: Cordén
umbilical. CA: Cavidad amnid6tica. AF: Amnios fetal. (Tomado de Dobreva y col.,

2010)

La gran resistencia que poseen las membranas fetales se debe, en su mayoria, a
la presencia de colageno. Se ha evidenciado la existencia de colageno del tipo I,
I, 1V, V y VI en las distintas capas que constituyen estas membranas. Sin
embargo, esta resistencia se encuentra mayormente sustentada por el colageno
tipo I, el cual estd presente de manera extensa tanto en la capa compacta como

en las adyacencias del mesodermo. Igualmente el colageno tipo IV es un

Capa epitelial =
’_._[— paep

p, LR { Membrana basal =—*
- LN Capa compacta g >
¢ ~ e Capa de - 3
L fibroblastos - - —etli— S

= = Capa esponjosa

|

1
!

Capa reticular

- . Membrana basal

Citotrofoblasto —

Al A % B

Figura 3. A. Corte tefiido con hematoxilina-eosina de amnios y corion de un mono rhesus. B.
Representacion esquematica del amnios y corion humano (Tomado de Dobreva y col., 2010)
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componente principal tanto de la membrana basal como de las bandas que
interconectan el estroma vy el epitelio (Bachmaier y Graf, 1999; Moore y col., 2006).
De acuerdo al primer taller internacional sobre células madre derivadas de la
placenta, se pueden distinguir cuatro regiones distintas de este 6rgano: tejido
epitelial amnidtico, tejido mesenquimal amnidtico, tejido mesenquimal coriénico y
tejido trofobléstico coridénico. Es decir, de cada una de estos tejidos se pueden
sefialar cuatro poblaciones diferentes de células madre: células epiteliales de la
membrana amniética humana, células mesenquimales del estroma de la
membrana amnidtica humana, células mesenquimales del estroma del corion y
células mesenquimales del trofoblasto del corion (Parolini y col., 2008). Asimismo,
en 2006 Dominici y colaboradores (sustentado por la Sociedad Internacional para
la Terapia Celular) reportaron que deben existir unos requisitos minimos para
constatar la presencia de una célula madre mesenquimal. Entre estos criterios se
encuentran los descritos a continuacion: 1) La expresion positiva de las siguientes
moléculas de superficie: CD105 (SH2), CD73 (SH3), CD44 y CD90. Igualmente,
debe considerarse la expresién negativa de las moléculas CD45, CD34, CD14 6
CD11b, CD79a 6 CD19 y HLA-DR. 2) Las células mesenquimales se deben
identificar por presentar adherencia al sustrato plastico en condiciones normales
de cultivo. 3) Deben poseer la competencia de diferenciacion in vitro a
osteoblastos, condroblastos y adipocitos, en condiciones estandar de cultivo.

Como se menciond anteriormente, las células mesenquimales del estroma de la
membrana amniotica humana (hAMSC, por sus siglas en inglés) se encuentran
dispersas dentro del estroma, abundante en colageno, ubicado en la region inferior

a la monocapa epitelial. En la actualidad, se considera que este tipo de células
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mesenquimales ademas de poseer la capacidad de diferenciarse en los tres
linajes tipicos de origen mesodérmico (osteogénico, condrogénico y adipogénico),
son capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares de las tres capas
germinales: ectodermo (neuronas y glias), mesodermo (musculo esquelético,
endotelio, cardiomiocitos) y endodermo (pancreas y hepatocitos) (Lindenmair y
col., 2012). Igualmente, se ha mencionado que estas células cuentan con ciertas
propiedades que les permiten escapar de los mecanismos de defensa
inmunolégicos y adicionalmente son capaces de suprimir una serie de funciones
de células inmunocompetentes. Esto, en cierta manera se debe a la baja o
moderada expresion de MHC-I de superficie asi como la baja, o incluso ausencia
de la expresién de MHC Il y moléculas coestimuladoras. (Lindenmair y col., 2012).
En general, las células madre mesenquimales obtenidas de tejidos (como la
membrana amniodtica) representan el tipo de célula madre mas adecuado para la
diferenciacion en condrocitos. Inclusive, son consideradas las células mas
practicas para la rama de la ingenieria de tejidos del cartilago. Esto,
principalmente debido a las ventajas que manifiestan las células mesenquimales
frente a los inconvenientes éticos, problemas de rechazo inmunoldgico y
complicaciones de tumorigenicidad que pueden presentar las células madre de
origen embrionario y las pluripotentes inducidas (Mahmoudifar y Doran, 2012).

El proceso de diferenciacion celular in vitro, como se mencioné anteriormente,
requiere de una serie de componentes y biomoléculas que puedan simular las
condiciones del tejido in vivo (Algunas mostradas en la Tabla 1). Entre las
biomoléculas mas importantes esta la proteina morfogenética del hueso (BMP),

cuya cadena de sefializacion se caracteriza por activar factores de transcripcion
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gue regulan la expresién génica mediante moléculas activadoras o represoras,

esto se esquematiza en la figura 4. Ademas de esta proteina, existen una variedad

de compuestos que son considerados inductores, entre los cuales se destacan: el

acido ascorbico y el B-glicerol fosfato. El &cido ascérbico contribuye en el proceso

de diferenciacion estimulando la secrecion de componentes de la matriz

extracelular (colageno y glucosaminoglicanos); a diferencia del B-glicerol fosfato

cuyo rol consiste en inducir la mineralizacion de la matriz durante la diferenciacion

osteogénica (Coelho y Fernandes, 2000; Liu y Niswander, 2005; Choi y col.,

2008).

Tabla 1. Algunos ejemplos de biomoléculas y efectos involucrados en la condrogénesis in

vitro (tomado de Mahmoudifar y Doran, 2012)

Moléculas

Efectos

Proteinas morfogenéticas del hueso
(BMP2, 4 6-9-12-13)

Regula proliferacion v maduracion de condrocitos;
regula la expresion de M-cadherina para promover
interacciones célula-célula, mejora la acumulacién de
proteoglicanos v coldgeno tipo |I; promueve la
expresion de SCX9: mejora los efectos estimulantes de
TGF-B.

Dexametasona

Mejora la condrogenesis, como tambien los efectos
estimulantes de TGF-E3.

Factor de crecimiento de insulina-1
(IGF1)

Mejora la acumulacion de matriz de cartilago,
promueve la expresion de proteoglicanos y coldgeno
tipo Il en combinacion con TGF-R1 o TGF-B2 v FGF2.

Factor de crecimiento transformante-

(TGF-B1, -B2, p3)

Regula la expresion de fibronectina durante la
condensacion: induce |a expresion de SOXT; estimulan
la expresion de proteoglicanos, colageno tipo 11, M-
Cadherina, NCAM, colageno tipo X1, fibronectina,
tenascina y decorina.

Por estas razones, es necesario conocer todas las propiedades y componentes

que constituyen la estructura del cartilago y el hueso. En el caso del cartilago,

entre los principales elementos que le brindan sus caracteristicas biomecanicas

estan el colageno tipo Il y los glucosaminoglicanos (GAGs). Los condrocitos,

células responsables de sintetizar y mantener el cartilago, componen soélo el 1%
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del volumen tisular; mientras que el agua conforma aproximadamente el 60%-
85% de la masa total del tejido. Se han encontrado diversos tipos de colageno en
el cartilago articular, sin embargo el 90%-95% esta presente en la forma de

filamentos de colageno tipo Il (Schulz y col., 2007; Athanasiou y col., 2010).

_,m BM
BMPRIIS BMPRI
Citoplasma
R Smad R Smad
Co Smad
I- Smad
Coactivador de Corepresor de
transcripcién transcripcién
NN /i ,// W
Nicleo

Figura 4. Esquema de la cadena de sefalizacion de la proteina
morfogenética del hueso (BMP) donde se observa cémo la
fosforilacion del receptor (BMPRI) conduce a la activacion de
proteinas (R-Smad y Co-Smad) que ingresan al ndcleo para regular
la expresion génica (Tomado de Liu y Niswander, 2005)

Como ya se describié previamente, las células mesenquimales del estroma de la
membrana amnidtica humana también representan una fuente optima de células
madre para ser inducidas a un proceso de diferenciacion osteogénica. Para
comprender este proceso, es importante destacar que la formacion del hueso
(osificacién) puede ocurrir a través dos vias distintas; la osificacién endocondral y
la osificacion intramembranosa. La osificacion endocondral sucede por la

acumulacion y proliferacion de células mesenquimales, las cuales expresan
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inicialmente colageno tipo Il y se diferencian en condroblastos que, a su vez
producen matriz cartilaginosa. Luego, se constituye un cartilago hialino con la
forma general que tendra el hueso, el cual se desarrollard cuando las células del
pericondrio, en la regibn media del modelo cartilaginoso, dejan de producir
condroblastos. Consecuentemente, en su lugar se originan células formadoras del
tejido 6seo (osteoblastos). Por otra parte, la osificacion intramembranosa consiste
en la formacion del hueso mediante la diferenciacion de células mesenquimales en
osteoblastos. Esto ocurre por la expresién de diversos factores de transcripcion
(Runx2/Cbfal) que conducen a la célula desde la conformacion de un
osteoprogenitor hasta un osteocito (Ross y Pawlina, 2007).

En cuanto a su estructura, el tejido 6seo esta compuesto en un 70% por material
inorganico e hidroxiapatita, mientras que el porcentaje restante se encuentra
conformado por una matriz organica (ver figura 5). De esta Ultima, en su
composicién predomina la presencia del colageno con un porcentaje de 95%
aproximadamente, cualidad que le confiere fuerza y flexibilidad. Dentro de las
proteinas diferentes al colageno se destaca la fibronectina la cual contribuye con
la adhesion, el crecimiento y la migracion celular. De la misma forma, se enfatiza
la funcién de la fosfatasa alcalina, cuya actividad enzimatica es determinante para
la deposicion mineral durante el proceso de mineralizacion de la matriz
extracelular (Coelho y Fernandes, 2000; Young, 2003; Hidalgo-Bastida y Cartmell,
2010).

Entre las moléculas que son consideradas dentro de los requisitos para la

diferenciacion osteogénica se consideran: factores de crecimiento (como el TGF-
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Figura 5. Componentes organicos de la matriz 6sea (Tomado de Hidalgo-Bastida y Cartmell,
2010)

B1), proteinas morfogenéticas del hueso 2; 7 (BMP-2, -7) y algunas proteinas de
adhesién (Hidalgo-Bastida y Cartmell, 2010).

Actualmente, se han propuesto diversos sistemas de cultivo para estudiar la
condrogénesis y osteogénesis in vitro. Entre estos métodos se destacan el cultivo
celular en monocapa y el cultivo en agregados celulares o en micromasas. Si bien
se puede definir el cultivo en monocapa como un sistema practico de dos
dimensiones que requiere de una siembra a bajas densidades; el sistema de
cultivo en micromasas, consiste en una técnica tridimensional de cultivo, que
estimula el nimero de interacciones célula-célula. En el caso de la diferenciacion
condrogénica, este modelo simula la condensacion temprana durante la
embriogénesis, previo al inicio de la condrogénesis y a la produccion de matriz
extracelular por parte de los condrocitos (Jahn y col., 2010).

Es preciso sefalar, que dentro de la investigacion desarrollada en el campo de
cultivo de las células madre, se han descrito diferentes propiedades que califican a

las células mesenquimales del estroma de la membrana amniética humana como
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una fuente importante, lo cual a su vez contribuye con los avances tanto a nivel
terapéutico como en la disciplina experimental de la ingenieria de tejidos. En este
contexto y en funciébn de los proyectos de investigacion relacionados a la
bioingenieria tisular que se han venido desarrollando en el laboratorio (Merentes,
2009; Méarquez y col., 2012; Merentes y col., 2012) y considerando que en nuestro
pais son muy pocos los estudios realizados con la membrana amniética humana
como fuente de obtencidn, se planteo el desarrollo de técnicas que permitieran el
establecimiento de las condiciones 6ptimas para el aislamiento, mantenimiento,
proliferacion y caracterizacion de las células madre mesenquimales de la
membrana amnidtica humana, determinando si éstas células mantienen su

potencialidad de diferenciacion bajo ciertas estrategias de cultivo.
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ANTECEDENTES

Una primera observacion de células no hematopoyéticas fue descrita por primera
vez por Conheim en el aflo 1867, en este trabajo se propuso la posibilidad de que
la médula 6sea podria ser la fuente de fibroblastos, los cuales depositan fibras de
coldgeno como parte del proceso de regeneracion en heridas (Prockop, 1997). De
igual manera, en 1976 Friedestein y colaboradores realizaron trabajos que
evidenciaron células de la médula 6sea con la posibilidad de diferenciarse en otro
tipo de células mesenquimales. Estos sembraron las células de la médula 6sea en
placas plasticas de cultivo, al transcurrir 4 horas procedieron a descartar la
mayoria de las células que se observaron como no adherentes. Es decir,
desecharon casi en su totalidad las células hematopoyéticas. Consecuentemente,
reportaron que las células que se mantenian adheridas al sustrato presentaban
una apariencia heterogénea. Sin embargo existian unos grupos celulares que
manifestaban una mejor adhesién. Estos grupos presentaban con una morfologia
del tipo fusiforme y al cabo de 2-4 dias se desencadend una proliferacion rapida
de las mismas. Luego de varios pasajes, las células se mostraron mas
homogéneas en cuanto a su apariencia caracteristica de fibroblastos. Igualmente,
evidenciaron células que podian diferenciarse en colonias que a su vez
ensamblaban pequefios depdsitos de hueso o cartilago. Estas observaciones
fueron ampliadas por otros investigadores alrededor del afio 1980 y se concluyo
que las células aisladas por el método de Friedenstein eran multipotentes y podian
diferenciarse en osteoblastos, condrocitos, adipocitos e incluso mioblastos.

Asi como se mencioné previamente, en 2006 Dominici y colaboradores

(sustentado por la Sociedad Internacional para la Terapia Celular) establecieron
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gue deben existir unos requisitos minimos para constatar la presencia de una
célula madre mesenquimal. Entre estos criterios se encuentran los descritos a
continuacion: 1) La expresion positiva y negativa de ciertas moléculas de
superficie. 2) Las células deben presentar adherencia al sustrato plastico en
condiciones normales de cultivo. 3) Deben poseer la competencia de
diferenciacion in vitro a osteoblastos, condroblastos y adipocitos.

A mediados del afio 2004 fueron reportados hallazgos de células madre del tipo
mesenquimal en diferentes tejidos de la placenta (Scherjon y col.,, 2004). Sin
embargo, la membrana amniética humana proveniente de la placenta posee un
largo recorrido histérico en cuanto a sus aplicaciones a nivel terapéutico. Se
reportd por primera vez que la membrana amnidtica era empleada para la cura de
heridas hace aproximadamente un siglo atras (Davis, 1910). Asi como también fue
utilizada para tratar heridas producidas por quemaduras (Sabella, 1913). Inclusive
en 1973; Robson y Krizek concluyeron que la cobertura con la membrana
amnittica de quemaduras en ratas infectadas disminuia significativamente la
contaminacion bacteriana. En el presente, las membranas amniéticas constan de
diversas aplicaciones como en Ulceras, traumas provocados por intervenciones
quirdrgicas, cirugia ocular e ingenieria de tejidos (Dobreva y col. 2010). Del mismo
modo, se ha referido al uso de la membrana amniética como biosustrato (Diaz-
Prado y col., 2010a; Navarro, 2013).

En la actualidad, se conoce que distintos tejidos de la placenta, entre ellos; la
membrana amnidtica, son una fuente Optima de células madre mesenquimales.
Asimismo, se ha reportado que poseen un mayor potencial de expansion que otras

fuentes de células madre como lo es, por ejemplo, la médula 6sea (Scherjon y
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col., 2004; Barlow y col., 2008; Brooke y col., 2008). Por esta razon es que luego
en el afio 2008 Parolini y colaboradores durante el primer taller internacional
sobre células madre derivadas de la placenta, establecieron que entre las cuatro
regiones distintas que componen a este 6rgano se puede distinguir el tejido
mesenquimal amnidtico, del cual a su vez se pueden aislar las células
mesenquimales del estroma.

Recientemente, se ha demostrado que las células mesenquimales de la
membrana amniética humana (CMMAH) son capaces de diferenciarse en distintos
tipos celulares de las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo
(Lindenmair y col., 2012). Cabe destacar, que el interés por la investigacion sobre
estas células no sélo se remite a su aislamiento a partir de tejidos humanos, ya
que se han logrado aislar y caracterizar células mesenquimales de la membrana
amnidtica proveniente de equinos, que pueden ser una fuente muy util como
modelo de estudio, asi como también en la terapia celular y la medicina
regenerativa en el campo veterinario (Seoy col., 2013).

Hoy en dia, un sinnumero de estudios acerca de las CMMAH han revelado
resultados prometedores en las areas de la investigacion y de la medicina
regenerativa, tal es el caso de Teng y colaboradores, quienes en el afio 2013
lograron establecer cultivos de lineas celulares inmortales con caracteristicas de
células madre. Igualmente, en ese mismo afio, Pisano y colaboradores, reportaron
una mejoria en la diferenciacion de las CMMAH hacia cardiomiocitos a traves de la
sobreexpresion de diferentes factores de crecimiento. Aunado a ello, en el afio en
curso (2014), Kim y colaboradores describieron el potencial que poseen estas

células para ser empleadas en terapias de enfermedades neurodegenerativas.
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HIPOTESIS
Si las células mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica humana
aisladas logran adherirse al sustrato plastico, proliferar y diferenciarse hacia el
linaje osteocondrogénico bajo diferentes estrategias inductoras entonces, se
puede considerar que se esta en presencia de células madre dentro de las
poblaciones celulares.

OBJETIVOS
Objetivo general:
Establecer cultivos de células mesenquimales a partir del estroma de la membrana
amniética humana y analizar la potencialidad de diferenciacién osteocondrogénica
de estas células.
Objetivos especificos:

1. Aislar las células mesenquimales a partir del estroma de la membrana
amniética humana y evaluar la viabilidad celular después de la disgregacion
enzimatica utilizando diferentes tratamientos.

2. Establecer cultivos en monocapa de células mesenquimales aisladas y
determinar las condiciones 6ptimas para el mantenimiento y crecimiento de
las células en cultivo.

3. Caracterizar morfolégicamente in vitro las células mesenquimales a través
de técnicas de microscopia de luz e inmunocitoquimica.

4. Ensayar métodos inductores de la diferenciacion in vitro de las células
mesenquimales a un fenotipo 0seo y condrogénico, usando diferentes

estrategias de cultivo.
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5. Evaluar la diferenciacion mediante técnicas histoquimicas e

inmunocitoquimicas.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Para el establecimiento del cultivo de células mesenquimales del estroma de la
membrana amnidtica humana, se utilizaron placentas humanas (n=7), que poseian
entre 38 y 40 semanas de gestacion. Estas se extrajeron mediante parto por
cesérea, por lo cual a cada madre gestante se le practicaron controles serolégicos
previos a la intervencion quirargica (ver anexo 1). Inmediatamente, las muestras
biolégicas se transportaron al laboratorio en un envase estéril dentro de un
contenedor con hielo a una temperatura aproximada de 4 °C para prevenir la
contaminacion y la accion de enzimas proteoliticas.

Las placentas fueron obtenidas de la clinica “Cristobal Rojas” bajo consentimiento
informado y con la aprobacion del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias

de la Universidad Central de Venezuela (ver anexo 2).

Establecimiento del cultivo primario de células mesenquimales de la

membrana amniética humana:

Aislamiento de la membrana amniética humana de la placenta

Para llevar a cabo el aislamiento de la membrana amniética, la placenta se
procesoé de acuerdo a lo descrito previamente por Navarro en 2013, de la siguiente
manera:

Se separ0 el amnios del corion y de la placenta, esto se realiz6 manualmente
haciendo un corte al nivel del cordon umbilical y en condiciones de asepsia bajo

una campana de flujo laminar horizontal. Posteriormente, la membrana amniotica
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se transfirid a un envase de vidrio estéril, en donde se efectué uno de tres lavados
sucesivos con agitacion en diferentes envases, los cuales contenian una solucion
Buffer de fosfato (PBS) libre de calcio y magnesio; con una mezcla al 2% de
antibiéticos — antimicético (penicilina 100 u/mL, estreptomicina 100 pg/mL y
anfotericina B 0,25 pg/mL) + Gentamicina 100 pg/mL.

La membrana amnidtica fue extendida sobre un conjunto de gasas estériles; esto
con el motivo de remover los restos de sangre y cortar la membrana en secciones
de menor tamafio mediante el uso de una tijera fina. Se continu6 con tres lavados
mas y se realizaron dos pruebas de esterilidad (tioglicolato de sodio y caldo de
infusion cerebro corazoén) del liquido restante del primer, quinto y sexto envase.
Esto se hizo con el objetivo de descartar la existencia de cualquier contaminacion
posible, producto de la manipulacion dentro del quir6fano o durante el proceso de

lavado (ver figura 6).

Denudacion de la membrana amnidtica humana

Las secciones de membrana amniédtica, obtenidas a partir de los cortes descritos
en el procedimiento anterior, fueron colocadas en fiolas con medio F12 y con 2%
de antibidticos — antimicético (penicilina, estreptomicina y anfotericina B) +
Gentamicina; manteniéndose refrigeradas a 4 °C por aproximadamente 16 horas.
Luego, se lavaron las secciones de MAH con solucion PBS para posteriormente
ser incubadas en una mezcla de enzima Tripsina 0,05% (GIBCO) —Acido
Etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,04% (Sigma) en base de medio F12, a 37 °C

por 45 minutos, agitando cada 15 minutos.
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Figura 6. Protocolo de aislamiento de la membrana amni6tica humana
de la placenta.

Las células epiteliales de la MAH presentes en la suspension, se centrifugaron en
frio a 2455 g por 10 minutos, luego se realizé el contaje de las mismas, se sembrd
en placas de cultivo y se incub6 a 37 °C, en atmdsfera himeda al 5% de CO..

El tejido restante, el cual se denomina estroma, se transfirié a un envase de vidrio
estérii con medio F12. A partir de este estroma se aislaron las células
mesenquimales de la membrana amniotica, las cuales son las células de interés
en este trabajo.

El procedimiento que se siguio para lograr establecer el cultivo primario de las

células mesenquimales sera el cultivo en monocapa, el cual consiste en la siembra
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sobre un sustrato en una interfase liquida-gaseosa de una suspension celular
proveniente de una disgregacion enzimatica, lo cual origina una monocapa de
células adherentes. Este método estéa relacionado con la densidad celular, la cual
se encuentra determinada por la inhibicion por contacto de las células, que a su
vez depende de la superficie disponible del sustrato. Asimismo, la ventaja principal
de este procedimiento es la facilidad del cambio de medio, es decir; solo hay que
verter y reponerlo ya que las células se mantienen adheridas al sustrato de cultivo

(Meyer, 2012).

Disgregacion mecanicay enzimatica del estroma de la membrana amnidtica
humana

La metodologia empleada se realiz6 segun el protocolo de Soncini y
colaboradores en el 2007, con ciertas modificaciones descritas a continuacion.

El estroma se disgregd mecanicamente mediante la obtencibn de trozos
pequefios; utilizando tijeras finas sobre una placa de Petri con solucion de PBS,
bajo una campana de flujo laminar vertical. Seguidamente, el tejido se incubé en
una solucién de colagenasa tipo | (SIGMA) 0,075% disuelta en medio F12 a 37 °C
durante 30 minutos. Al transcurrir este tiempo, se extrajo una primera fraccion del
sobrenadante y se le afiadié medio de cultivo frio del tipo Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) para inactivar la actividad de la colagenasa. Posteriormente, se
le agregd mas solucion enzimatica al tejido para ser incubado por 30 minutos
adicionales e inactivar nuevamente con medio frio. Luego, esta segunda fraccion
enzimatica se filtro a traveés de una gasa esteéril, la solucion filtrada se centrifugd en

frio a 2113,3 g por un tiempo de 10 minutos. El taco celular obtenido de la
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centrifugacion se resuspendio en medio DMEM suplementado con 10% de suero
fetal de bovino, 1% de solucion de antibiéticos y antimicéticos, 1mM de L-
Glutamina, 1% de piruvato de sodio y 1% de aminoacidos no esenciales.
Posteriormente, se tomd una muestra de la suspension celular para realizar el
contaje de células viables con el colorante de exclusion azul Tripano en la camara
de Neubauer. Una vez hecho el contaje, se sembraron las células en frascos de
cultivo. Los cultivos celulares se incubaron a 37 °C, en atmosfera humeda al 5 %

de CO; (ver figura 7).

Cortes de MAH Mmbrana Amnidtica

Medio F12 Humana
Antibidticos-antimicoético
Denudacion
Tripsina-EDTA

AP
(3
g

Células epiteliales aisladas

Estroma avascular

Estroma fresco Membrana Amniodtica
denudado denudada

1€ Fraccion
30 min.

Colagenasa tipo | s——]

242 Fraccion
60 min.

Figura 7. Protocolo de denudacion y disgregacién enzimética de la membrana
amnidtica humana (modificado de Merentes y col., 2014).
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El medio de cultivo se remplazé dos veces por semana, realizando previamente
dos lavados con solucion PBS para descartar restos de células y detritos. Una vez
que se alcanzé entre un 80% y 90% de confluencia, se iniciaron los subcultivos

con el objetivo de obtener una poblacién de células mas homogénea.

Establecimiento de subcultivos
Al revisar periddicamente los cultivos primarios provenientes de ambas fracciones,
se decidio solo subcultivar las células aisladas de la segunda fraccién enzimética.
Esto se logro a través del siguiente procedimiento:
Las células adheridas fueron sometidas a disgregaciéon con Tripsina 0,125% -
EDTA 0,02%. Incubandolas a 37 °C en atmésfera humeda al 5% de CO, por un
tiempo de 5 minutos. En seguida, se inactivd la reaccién con medio nutritivo
suplementado con suero fetal de bovino.
La amplificacion celular se llevé a cabo en placas. Se realizaron cuatro pasajes de
los subcultivos, a diferentes tiempos:

e 1* pasaje, a los 6 dias de cultivo.

e 2% pasaje, alos 4 dias de cultivo.

e 3% pasaje, alos 3 dias de cultivo.

Estos subcultivos se mantuvieron bajo las mismas condiciones descritas

anteriormente para el cultivo primario.
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Ensayos de proliferacion celular mediante curva de crecimiento

La curva de crecimiento permite mantener un monitoreo constante del cultivo. Esto
con el fin de evaluar su comportamiento y constatar que se esta en presencia de
un crecimiento celular 6ptimo. Consecuentemente, se hicieron disgregaciones
enzimaticas empleando Tripsina-EDTA para luego realizar el contaje celular en la
camara de Neubauer con el colorante de exclusion azul tripano. Seguidamente,
se graficd una curva de crecimiento celular, el comportamiento de esta curva se
manifesté de acuerdo al nUmero de células vivas en funcién del tiempo.

Para obtener los puntos de esta curva se emplearon células provenientes del
tercer pasaje. Las cuales fueron sembradas a una densidad de 15000
células/pozo en una placa de 6 x 4 pozos, con el fin de contar con una muestra de
n = 6 por cada punto. Los contajes se hicieron en los dias: 2, 7, 13y 16.

El crecimiento de la poblacién celular también se determindé mediante el uso de un
microscopio invertido de contraste de fases Olympus 1X50, el cual se encuentra
acoplado a una computadora con la cual se tomaran registros usando el programa

TV TURNER. De igual manera se realizaron registros fotograficos digitales.

Caracterizacién morfologica de las células mesenquimales

La caracterizacion morfoldgica se realizé a través de cuatro técnicas diferentes en
conjunto: registros fotograficos digitales tomados con un microscopio invertido de
contraste de fases, una coloracion de rutina MayGrunwald-Giemsa, microscopia

de fluorescencia y la determinacion inmunocitoquimica contra vimentina y Stro-1.
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Registros con sondas fluorescentes

Estos registros se realizaron en la Seccion de Microscopia del Instituto Anatémico
José lIzquierdo, para ello se contd con la colaboracion del Dr. Marco Alvarez,
Director del instituto.

Se utilizaron dos tipos de sondas fluorescentes: naranja de acridina y Hoechst
(ambos SIGMA), para realizar marcaje de lisosomas y contrastar nucleos celulares
respectivamente (Alvarez y col., 2011). Las sondas fueron usadas en células
provenientes del 3% pasaje, con 6 dias de cultivo.

Los registros fueron tomados a través de un microscopio invertido CKX31 y un
microscopio epifluorescente BX-UCB (ambos Olympus), equipado con una

lampara de mercurio modelo HBO 100 W.

Determinacion inmunocitoquimica

La vimentina es una proteina que forma parte de los filamentos intermedios
predominantemente sintetizados por células de origen mesodérmico. La
determinacion de la presencia de esta proteina en las células se hizo a través de
un método indirecto mediante el uso de un kit (Vector Laboratories VECTASTAIN®
ABC KIT) en el cual se empled un anticuerpo primario en contra del sustrato, en
este caso la vimentina; y se realiza una determinacion indirecta basada en la
interaccion del complejo Estreptavidina-Biotina-peroxidasa y el cromogeno
Diaminobencidina.

Stro-1 es el marcador mejor conocido de células madre mesenquimales (Lin y col.,
2011), para este procedimiento se utilizaron anticuerpos monoclonales anti Stro-1.

Igualmente, se llevo a cabo el mismo protocolo anteriormente descrito.
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Ensayos para lainduccion de la diferenciacién en cultivos

Las poblaciones homogéneas de las células del estroma con morfologia fusiforme,
obtenidas, se sembraron en dos diferentes sistemas: cultivo en monocapa y
cultivos tridimensionales tipo agregados o micromasas. Ademas, se utilizaron los
medios de induccién osteogénico y condrogénico que contienen diversos factores,

considerados inductores (Ver tabla 2) (Zuk y col., 2002).

Tabla 2. Factores a ensayar en el medio base para inducir la diferenciacion
osteogénica y condrogénica.

Diferenciacion Medio nutritivo % Suero Fetal Suplementos
celular Bovino

+ 1% de solucion de antibidticos y
antimicoticos.
Control DMEM 10 + 1% de piruvato de sodio.
+ 1% de aminoacidos no
esenciales.
+ 1mM de glutamina.
1% de solucion de antibicticos y
antimicoticos.
5 pg/mL de insulina recombinante
50 pg/mL de acido ascarbico.
1x 107 M de dexametasona
10 mM de B-Glicerol Fosfato.
1% de solucion de antibidticos y
Condrogénica DMEM 10 antimicoticos. _
5 yg/mL de insulina recombinante
50 pg/mL de acido ascorbico.
+ 1x107 M de dexametasona.

Osteogénica DMEM 10

Cultivos en monocapa

Estos cultivos se realizaron con células de morfologia fusiforme del 3% pasaje.
Para ello, se sembré a una densidad de 48750 células/pozo en una placa de 3 x 3
pOZos.

Antes de empezar la induccion, se dejo transcurrir unos 5 dias, con el fin de que
las células alcanzaran la confluencia. Posteriormente, se extrajo el medio nutritivo,

se agrego el medio control y los medios de inducciébn a ensayar. medio de
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induccion condrogénica y medio de induccidon osteogénica. Estas placas se
incubaron a 37 °C en atmosfera humeda al 5% de CO, por un tiempo de 2

semanas con cambios periédicos de medios.

Cultivos en agregados celulares o micromasas

Estos cultivos tridimensionales se sembraron con el motivo de brindar a las células
un microambiente circundante inductivo de la expresion de caracteristicas de un
fenotipo diferenciado. En este sentido, se emplearon células del 2% pasaje. Para
ello, las células fueron sometidas a digestion en una solucion de tripsina-EDTA,
incubandolas a 37 °C en atmosfera humeda al 5 % de CO, por un tiempo de 5
minutos. Luego, se centrifugd a 724,5 g por un tiempo de 5 minutos y se
resuspendié en medio nutritivo para hacer el contaje celular. Seguidamente, se
trasvasaron alicuotas de 4 x 10° células/tubo a tres tubos de centrifuga de 15 mL,
se centrifugd nuevamente y se completé hasta 5 mL con medio nutritivo. Al
transcurrir 24 horas, se descartd el medio nutritivo y se afiadi6 el medio que
corresponde a cada ensayo. Por ultimo, los tubos fueron incubados a 37 °C en
atmoésfera hiumeda al 5% de CO; por un tiempo de 14 dias con cambios periédicos

de medios.
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Evaluacion citoguimica de la induccion de la diferenciacién de las células

mesenquimales de la MAH cultivadas en monocapa

Coloracion azul alcian

La presencia de componentes de matriz extracelular, se evalué por medio de la
coloracion con azul alcidn pH 2.5 y pH 1 (Lev y Spicer, 1964), los cuales
determinan la presencia de glucosaminoglicanos totales (acido hialurénico y
glicosaminoglicanos de los proteoglicanos) y glucosaminoglicanos sulfatados
respectivamente; para ello los cultivos se fijaron en metanol, se lavaron en una
solucién de acido acético al 3 % por 3 minutos y luego fueron coloreados por 30
minutos con azul alcian al pH indicado. Transcurrido este tiempo, se lavo
durante 10 minutos con agua corriente y seguidamente con agua destilada para
contrastar con hematoxilina de Harris por 2 minutos. Finalmente, se lavd con agua
corriente y se deshidraté en una bateria de etanol creciente con dos cambios en

xilol para montar en un medio resinoso (Permount)

Coloracion de von Kossa

La plata de la coloraciébn von Kossa se deposita en los complejos calcicos en
forma de grupos de fosfatos o carbonatos. En este sentido, primero se lavaron los
cultivos con agua destilada, luego se agregd una solucién de nitrato de plata al 1
%; esto se hizo en presencia de luz, durante 20 minutos. Seguidamente, se lavo
con una solucion de hiposulfito de sodio al 5% y se dej6é actuar sobre el cultivo por
20 minutos. Luego, se lavd con agua corriente, para después tefir con una

solucién de safranina al 0,01% durante 30 segundos.
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Evaluacion histoquimica e inmunohistoquimica de la induccién de la

diferenciacion de las células mesenquimales de la MAH

Cultivos en agregados celulares o micromasas

Las micromasas se fijaron con formalina neutra al 10% por 7 dias, luego se
deshidrataron en una bateria creciente de etanol y fueron incluidos en parafina,
para cortar secciones de 5 micras de espesor en un microtomo rotatorio
(Spencer). Las secciones obtenidas se desparafinaron e hidrataron y luego se
procesaron mediante la técnica de coloracion azul alcian y rojo Von Kossa;
siguiendo el protocolo anteriormente descrito para los cultivos en monocapa.

Los cortes histologicos fueron sometidos adicionalmente a las siguientes técnicas

de evaluacion histoquimica:

Azul de toluidina 1%

Esta coloracién se realiz6 para evidenciar reacciones metacroméaticas de los
cortes, las cuales indican la presencia de proteoglicanos. Para ello, se incluyeron
los cortes en una solucion de azul de toluidina al 1%, por unos 20 minutos. Por

ualtimo, se lavo dos veces con agua destilada.

Coloracion de Van Gieson
La tincion de Van Gieson generalmente es empleada con el objetivo de identificar
la presencia de colageno en la matriz extracelular, el cual al reaccionar se tifie de

rojo, los nucleos de negro y el citoplasma de amarillo.
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En primer lugar, se colorearon los ndcleos con hematoxilina férrica de Weigert
durante 10 minutos, luego se lavd con agua corriente por 5 minutos y se aclaré
con agua destilada. Posteriormente se tifid6 con la solucion de trabajo de Van
Gieson por 1 minuto, se sec6 con papel de filtro y se lavé rdpidamente con etanol
al 70%.

Al finalizar el protocolo de cada coloracién, se procedié a deshidratar primero en

etanol 96 %, después etanol absoluto y luego se aclaré en Xilol.

Inmunohistoquimica anti colageno tipo Il

Se hizo la determinacién de la presencia del colageno tipo Il como componentes
de matriz extracelular mediante los ensayos inmunohistoquimicos con el
anticuerpo Anti-colageno tipo Il (MAB8887, Chemicon, Inc.), diluido 1:100 y

siguiendo las técnicas inmunohistoquimicas descritas anteriormente.
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RESULTADOS
A continuacion, se presentan los resultados obtenidos partiendo de la metodologia
previamente descrita. De este modo, se iniciard describiendo lo referente al
aislamiento y establecimiento del cultivo de las células mesenquimales a partir del
estroma de la membrana amnidtica humana, asi como el crecimiento de las
mismas. Posteriormente, se mostrara la caracterizacion morfolégica de las células;
para finalmente exponer su potencial de diferenciacion (osteocondrogénica) y su

evaluacion histoquimica e inmunocitoquimica.

Aislamiento y establecimiento del cultivo de células mesenquimales del

estroma de la membrana amniética humana (MAH).

El aislamiento de las células mesenquimales se constituyo en tres pasos distintos,
los cuales se encuentran resumidos en la figuras 6 y 7. En consecuencia, luego
del proceso de denudacion y la disgregacion enzimética del estroma, se
obtuvieron los siguientes resultados:

En cuanto a las caracteristicas de las células obtenidas de la primera fraccion
enzimatica, se puedo apreciar una poblacion heterogénea de alta densidad celular
(figura 8 A). De donde se pueden distinguir, bajo el microscopio de contraste de
fases, dos tipos de morfologias. Sin embargo, predomina la presencia de un tipo
celular con morfologia poligonal, muy similar a la forma caracteristica de las
células epiteliales y algunas células tipo fusiforme (figura 8 B). A pesar de que el

contaje de esta fraccién arrojé un nimero significativo de células (X = 9,9 x 10°
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células), al transcurso de 6 dias se evidencié una baja cantidad de células

adheridas al sustrato.

nb ‘ » |

AR FZNIN “ S
Figura 8. Cultivo primario de ceélulas aisladas del estroma de la membrana
amniotica humana obtenidas de la primera fraccién enzimética. A. Se observa una
poblacion celular heterogénea. 2 dias de cultivo. 100x. B. Detalle de un grupo de células

de morfologia poligonal (<) y fusiforme (<). 6 dias de cultivo. 200x. Microscopio de
contraste de fases.

La segunda fraccion enzimatica, también con una alta densidad celular (X= 13,2 x
10° células) (figura 9 A), estuvo constituida en su mayoria, por células de tipo
fusiforme. Estas se mostraron adheridas al sustrato plastico con un citoplasma
extendido de forma alargada, caracteristicas que se asemejan al fenotipo tipico
de las células mesenquimales, esto se puede observar en detalle en la figura 9 C.
El cultivo de células tipo mesenquimales aisladas del estroma de la MAH logré
establecerse exitosamente, evidencia de ello se presenta en la figura 9 B; donde
se aprecia la confluencia alcanzada por el cultivo primario al transcurrir un tiempo
de 6 dias.

Posteriormente, se procedi6 a realizar los subcultivos de las células
mesenquimales; las mismas fueron sometidas a tres pasajes distintos. De igual

manera, la proliferacion celular se mantuvo constante, pues la confluencia se
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alcanzé al cabo de 5 6 7 dias en cada uno de los pasajes (Figura 10 A y B). Sin
embargo, en los cultivos a baja densidad celular, pudo notarse la presencia de dos
subpoblaciones diferentes de células mesenquimales. Una primera subpoblacion
se encontraba conformada por células que presentaron una morfologia fusiforme
caracteristica como se muestra en la figura 10 C y D. Por otra parte, la segunda
subpoblacién estd compuesta por células con un amplio volumen citoplasmatico,
mostrado en la figura 10 C. A pesar de esto, ambos grupos celulares mantuvieron
sus caracteristicas morfoldgicas sin rasgos aparentes de senescencia hasta el 4°

pasaje.

Figura 9. Cultivo primario de células tipo mesenquimales aisladas del estroma de
la membrana amni6tica humana obtenidas de la segunda fraccion enzimatica.
A. Poblacion de células, la mayoria son de morfologia fusiforme. 3 dias de cultivo.40x
B. y C. Monocapa homogénea de células fusiformes. 6 dias de cultivo.40x y 100x.
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Figura 10. Subcultivos de células tipo mesenquimales aisladas del estroma de
la membrana amniética humana. A y B. Monocapa de células en el primer pasaje.
5 dias de cultivo. 40x y 100x. C. Detalle donde se evidencian dos tipos de morfologia
distintas, de células mesenquimales, unas con amplio volumen citoplasmatico («) y
otras de tipo fusiforme (—). Tercer pasaje. Dos dias de cultivo. 100x. F. Célula
mesenquimal binucleada con morfologia tipica fusiforme. Tercer pasaje. 10 dias de
cultivo 200x.

Curva de crecimiento de las células mesenquimales de la membrana
amnidtica humana

La curva de crecimiento se realizd con células del cuarto pasaje cultivadas en
medio nutritivo DMEM suplementado. Estas células exhibieron el comportamiento
tipico en condiciones normales de cultivo, conformado por tres etapas: una etapa
de latencia, luego una etapa exponencial y por Ultimo una etapa estacionaria

(figura 11).
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Figura 11. Curva de crecimiento de las células mesenquimales de la
membrana amni6tica humana. Células cultivadas en medio DMEM
suplementado. (n = 6).

Cada punto de la curva representa el promedio del nimero de células calculado
con un n = 6. También se indican las desviaciones estandar para cada punto en

el eje de las ordenadas.

Caracterizacion morfolégica de células mesenquimales del estroma de la
MAH.

En funcion de llevar a cabo una caracterizacion precisa de las células
mesenquimales, se realizé una coloracion de rutina May Grinwald-Giemsa
(MGG), un ensayo con sondas fluorescentes como Naranja de Acridina (NA) y
Hoescht; y una inmunocitoquimica mediante el uso de dos anticuerpos diferentes

contra los antigenos Stro-1 y vimentina.
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Al realizar la coloracion de rutina (MGG), se confirmd la heterogeneidad de la
poblacion celular en el cuarto pasaje. Esto se logra apreciar en la figura 12 A de la
cual se infiere que se obtuvieron células de dos morfologias distintas, una
subpoblacién fusiforme y otra subpoblacién de amplio volumen citoplasmatico. De
este mismo modo, se observaron con mayor resolucion los detalles fenotipicos de
las células (figura 12 B), entre los que se destacan las prolongaciones
citoplasmaticas en células con apariencia fusiforme y la presencia de un nucleo

central con multiples nucléolos en ambos grupos.

Figura 12. Células tipo mesenquimales aisladas del estroma de la membrana
amnidtica humana. Coloraciéon de rutina May Grinwald-Giemsa. A. Se evidencia
heterogeneidad en cuanto a la morfologia de las células. Cuarto pasaje. 6 dias de
cultivo. 100x. B. Se observan en detalle las caracteristicas de las células

mesenquimales, con morfologia fusiforme (—) y células de un amplio volumen
citoplasmatico (<) con un ndcleo central con uno o varios nucléolos. 250x

Los ensayos con microscopia de fluorescencia permitieron verificar nuevamente
diversos caracteres de cada subpoblacién celular. En la figura 13, el marcaje
verde fluorescente con NA (el cual permea dentro de los lisosomas) evidencia la
extension del citoplasma de una célula a lo largo del campo, asi como también el

contraste con Hoechst revela de azul fluorescente los nucleos al unirse al ADN
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(figura 13 A y B). Igualmente, en la figura 13 B, se destaca la presencia
significativa de células de amplio volumen citoplasmatico que interactian entre si.

Al detallar la Figura 13 C es notable una alta densidad de granulos verdes
fluorescentes que resultan del marcaje de lisosomas marcados con NA en la

region perinuclear del citoplasma.

Figura 13. Células tipo mesenquimales aisladas del estroma de la membrana
amnidtica humana. Marcaje con sondas fluorescentes: Naranja de Acridina (NA) y
Hoescht. A. Se observan células tipo fusiforme.100x. B. Se aprecia una subpoblacion
de células con distinta morfologia. 100x. C. Detalle de una célula con amplio volumen
citoplasmatico donde se observa el marcaje fluorescente de lisosomas con naranja de
acridina de forma granulada en la regién perinuclear del citoplasma. Tercer pasaje. 6
dias de cultivo. Microscopia de fluorescencia. 600x

A través de la determinacion inmunocitoquimica con el anticuerpo Stro-1, el cual
se reveld positivamente, se comprobd la presencia de células madre

mesenquimales en el cultivo. Aunado a ello, al emplear el anticuerpo contra
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vimentina, se corrobord la naturaleza mesenquimal de las células en cultivo. Al
comparar la figura 14 A con las figuras 14 B y C, se aprecia el revelado color

marrén del cromégeno diaminobencidina.

Figura 14. Determinacion inmunocitoquimica de cultivos de células tipo
mesenquimales aisladas del estroma de la membrana amniética humana. A.
Control. No se aprecia algun marcaje positivo por parte de las células (background).
200x. B. Evaluacién con el anticuerpo en contra de Stro-1.La mayoria de las células
presentaron marcaje positivo. 200x. C. Evaluacion con el anticuerpo en contra de
vimentina. Igualmente, se observa marcaje positivo en la mayoria de las células.
200x. Cuarto pasaje. 6 dias de cultivo.

Induccion de la diferenciacién de las células mesengquimales del estroma de
la MAH.

La induccidbn de la diferenciacion se realiz6 hacia dos linajes distintos
(condrogénico y osteogénico), usando dos estrategias de cultivo diferentes

(monocapa y micromasas), con un ensayo control en paralelo y diferentes
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suplementos inductores. Los resultados descritos a continuacion variaron de

acuerdo a la composicién de los medios, expuesta en la Tabla 2

Diferenciacion de células mesenquimales en cultivos en monocapa

La evaluacion de la diferenciacion de los cultivos en monocapa se llevé a cabo
mediante dos ensayos distintos: la coloracion de azul alcian a pH 2,5 para la
induccién condrogénica y la coloracion de Von Kossa para la induccion
osteogénica.

En la figura 15, se evidencian las diferencias existentes entre las células cultivadas
con el medio control y las cultivadas con el medio de induccién condrogénico. Al
observar la figura 15 B, se aprecia con claridad una coloracion azul de tonalidad
clara en el centro del campo (ausente en la figura 15 A), lo cual es una
demostracion de la presencia de Glucosaminoglicanos (GAGs) en las células
inducidas. A pesar de que la tincidon azul alcian resulté positiva, este patron de
coloracion se revelé en algunas zonas del cultivo, mas no en la mayoria de su
superficie. Sin embargo, se logro detallar otra diferencia significativa que consistio
en las caracteristicas morfoldgicas que exhibieron las células.

Entre las diferencias morfolégicas presentadas, se puede destacar que las células
cultivadas en el medio control conservaron su aspecto inicial tipo fusiforme (figura
15 C) en comparacion con las células inducidas, las cuales si modificaron su
apariencia. Esto se puede notar en detalle al ver la figura 15 D cuya morfologia se
muestra con un amplio citoplasma de forma irregular, sin exhibir las extensiones

citoplasmaticas delgadas caracteristicas de las células mesenquimales.
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Figura 15. Diferenciacion de células tipo mesenquimales en el sistema de
cultivo en monocapa. Coloracion azul alcian pH 2,5. A. y C. Células en medio
control. No se observa coloracién. 100x y 200x B. y D. Células en medio de
induccién condrogénica. Se observan algunas zonas con coloracion azul, indicando
la presencia de glucosaminoglicanos. Tercer pasaje. 15 dias de cultivo. 100x y 200x.

Los resultados obtenidos con el ensayo de coloracidon von Kossa, presentaron un
patron similar a los ya descritos con azul alcian. En este sentido, si se observa la
figura 16 A, resulta evidente la ausencia de la tincion oscura que se revela
claramente en la figura 16 C, en tres areas diferentes; de esto se podria inferir que
existen depositos de calcio en la matriz de algunas células inducidas. No obstante,
es importante sefialar que esta coloracion (como se menciond previamente), no se

reveld positivamente en la mayoria de la superficie de la monocapa.
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Figura 16. Diferenciacion de células tipo mesenquimales en el sistema de cultivo
en monocapa. Coloracion de von Kossa. A. y B. Células en medio control. No se
evidencia mineralizacion de la matriz. 100x. y 200x C. y D. Células en medio de
induccion osteogénica, se aprecian pocos depositos tefiidos de negro (<«)(—);
indicativo de la presencia de fosfatos de calcio. 100x. y 200x.

Otra diferencia observada, fue el cambio en la morfologia de las células inducidas
hacia el linaje osteogénico. Esta modificacion se aprecia al comparar las figuras 16
B y D. De esta manera, al examinar la figura 16 B se destaca la presencia de una
morfologia analoga a la de las células mesenquimales mantenidas en cultivo. En
cambio, si se detalla la figura 16 D se evidencia una variacion en la morfologia,
pues estas células poseen un aspecto poligonal que difiere significativamente de

las células cultivadas en medio control.
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Diferenciacion de células mesenquimales en sistema tridimensional de

micromasas

En primer lugar, los agregados celulares cultivados exhibieron variaciones en
cuanto a sus dimensiones. Esto se puede notar al observar la figura 17, donde al
organizar las micromasas de forma creciente en funcion de su tamafio, se puede
ubicar primero la imagen A (medio control), luego la imagen B (medio de induccién

condrogénico) y por ultimo la imagen C (medio de induccidn osteogénico).

Figura 17 Sistema de cultivo en micromasas de células tipo mesenquimales.
Tamafo de los agregados. 14 dias de inducciéon en medio de cultivo. A. Medio control. B.
Medio de induccion condrogénica. C. Medio de induccion osteogénica.

Con el motivo de evaluar la diferenciacion de las células cultivadas en
micromasas, se realizaron cortes histolégicos de cada uno de los agregados.
Luego, se practicaron diversas coloraciones e inmunohistoquimica a cada corte
para analizar su estructura y composicién. Los resultados obtenidos al utilizar
estas coloraciones se describen a continuacion.

En general, la mayoria de los cortes histolégicos realizados presentaron un patron
de distribucién de células que se divide en una region periférica, otra intermedia y

una central, esto se esquematiza en cada una de las figuras siguientes.
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Coloracion azul alcian pH 2,5

El objetivo de esta evaluacion consisti6 en revelar la presencia de los
glucosaminoglicanos acidos carboxilados. Para esta coloraciéon se hizo un control
positivo, que consistié en un corte histolégico de cartilago humano, éste se puede
observar en la figura 18. De la misma forma, se tifleron los cortes
correspondientes al medio control, condrogénico y osteogénico.

En la figura 19 A, se aprecia la esquematizacion del corte correspondiente a las
células cultivadas en medio control. Igualmente, es notable la delimitacion de cada
una de las regiones ocupadas por las células. En la region N° 1 (Figura 19 B), se
evidencian células alargadas que presentan un marcaje positivo de azul alcian.
Seguidamente, se encuentra la region N° 2 (figura 19 B) y la region N° 3 (figura 19
C), las cuales presentan una gran cantidad de matriz extracelular pero con una
coloracion de menor intensidad. Con la diferencia que la region central resulté de

una mayor densidad celular.

Alurs NS o s Nad B
Figura 18. Cartilago humano tefiido con azul
alcian pH 2,5. Control positivo. Indicativo de
presencia de GAGs. 250x
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Figura 19. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica
humana cultivadas en micromasas. Medio control. Coloracion Azul alcian pH 2,5
A. Se distinguen tres regiones diferentes. 1) Periférica, 2) Intermedia, 3) Central.100x.
B. Regiones periférica e intermedia. En la regién 1) se aprecian claramente las células
alargadas alineadas intensamente coloreadas de azul, indicativo de presencia de
GAGs. Mientras que en la region intermedia no se observa coloracion. 250x C. Se
observa coloracion azul en algunas zonas de la matriz extracelular de la region.
central.250x.

En cuanto a la evaluacion de las células inducidas hacia el linaje condrogénico, en
la figura 20 A se puede notar una mayor homogeneidad celular, pues no hay una
regionalizacion de la micromasa. Esto se detalla en la figura 20 B, donde se
aprecian células alargadas con una cantidad significativa de matriz extracelular
tefiida de azul en toda la superficie. Sin embargo, se destaca una diferencia en la
zona de la periferia (figura 20 C); debido a que ésta, si bien se encuentra
conformada igualmente por células alargadas, las mismas se mostraron alineadas
en el borde con una menor cantidad de matriz extracelular y una expresion mas
baja de la coloracién azul alcian.
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Figura 20. Células tipo mesenguimales del estroma de la membrana amniédtica
humana inducidas en micromasas. Medio de induccién condrogénica.
Coloracion Azul alcian pH 2,5. A. No presenta regionalizacién como en los casos
anteriores. Se aprecia una distribucibn homogénea de la coloracion en toda la
superficie del corte.100x. B. Detalle de la coloraciobn que indica la presencia de
GAGs. 250x C. Se observan células alineadas en la periferia con coloracion de igual
intensidad 250x.

Las células cultivadas con medio de induccién osteogénico exhibieron resultados
similares a los descritos en el experimento control. En la figura 21 A, se presenta
un patrén de distribucion semejante, pues al detallar la figura 21 B, se aprecia una
tincion azul acentuada en las células de la regién periférica (N° 1). No obstante, la
organizacion de las mismas result6é diferente ya que estas células se ubicaron de

forma dispersa, sin ningun patron de alineamiento. Paralelamente, la region

intermedia (N° 2) estd conformada por células alargadas, éstas se condensan
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progresivamente a medida de que se aproximan a la region central (N ° 3); zona
donde se dificulta distinguir las uniones intercelulares, lo cual sugiere la formacion

de un sincitio celular (figura 21 C).

Figura 21. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica
humana inducidas en micromasas. Medio de induccion osteogénica. Coloracion
azul alcian pH 2,5 A. Se distinguen tres regiones diferentes: 1) Periférica, 2)
Intermedia, 3) Central.100x. B. En la region periférica se aprecia la coloracion, lo cual
indica la presencia de GAGs en esta zona. En la region intermedia no se observa
coloracion. 250x C. En la region central, se observa poca coloracion en algunas
zonas. 250x.

Coloracion azul alcian pH 1
El objetivo de esta coloracién es determinar la presencia de glucosaminoglicanos
sulfatados. Estos se revelaron en los tres experimentos realizados, cada uno con

diferentes patrones de coloracion, los cuales se describen a continuacion.
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En primer lugar, al examinar la estructura del corte histolégico conformado por las
células cultivadas en el medio control (Figura 22), se destaca como se repite el
patron de distribucion previamente descrito (Figura 22 A). Cabe destacar, que en
este caso tanto las células de la region periférica como un sector de la region
intermedia se tifieron de azul. A pesar de esto la coloracidbn no se manifesto
homogéneamente en cada una de estas regiones. Igualmente, la regién
intermedia se encuentra abarcada por una cantidad considerable de matriz
extracelular con células alargadas; similares a las células alineadas al borde de la
periferia, las cuales concentran menor cantidad de matriz extracelular (Figura 22

B).

Figura 22. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana cultivadas en micromasas. Medio control. Coloracién azul alcian pH 1. A.
Se distinguen tres regiones diferentes: 1) Periférica, 2) Intermedia, 3) Central.100x. B.
En ambas regiones, periférica e intermedia se sefala la presencia de coloracion azul
alcian. 250x C. De la regién central se destaca en detalle la presencia de un sincitio
celular. 250x.
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La region central (figura 22 C), se conformé por una gran densidad de células
planas, con una morfologia diferente a las células tipo fusiforme que se ubican en
las otras dos regiones ya descritas. De igual manera, se detallan multiples nucleos
en la region N° 3 con la constitucion aparente de un sincitio, en el cual no se
reveld presencia alguna de GAGs debido a la ausencia de la coloracion azul

alcian.

Figura 23. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica
humana inducidas en micromasas. Medio de induccién condrogénico.
Coloracion azul alcian pH 1. A. Se distinguen tres regiones diferentes. 1) Periférica,
2) Intermedia, 3) Central. 100x. B. Se observa una ligera coloracion azul en la region
intermedia, esta se extiende muy tenue hacia la region periférica. 250x C. En la
reaién central sdlo se observa un camulo de células. 250x.

Las células inducidas hacia el linaje condrogénico que se aprecian en la figura 23
son relativamente homogéneas en cuanto a su morfologia, ya que todas se
asemejan a la tipologia fusiforme. A pesar de esto, resultan notables las diferentes
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regiones que se constituyen en su aqgruitectura. Por ende, al observar la figura 23
A, en la region periférica especificamente estas células se organizan alineadas,
paralelas a las que se ubican en la region intermedia; compuesta por células
menos alargadas con una ligera presencia de GAGs sulfatados los cuales se
revelaron de color azul a lo largo de toda la superficie ocupada por esta region.
Por ultimo, se logra distinguir en la figura 23 C a un grupo de células condensadas
en el centro, donde se dificulta diferenciar las delimitaciones entre las mismas.

Las células inducidas hacia el linaje osteogénico presentaron ciertas
desigualdades en cuanto a su morfologia y a la evaluacién con la coloracion azul
alcian. Estas diferencias se distinguen con facilidad al examinar la figura 24 A.
Mas aun, al detallar la figura 24 B se evidencian células de tipo fusiforme en
ambas regiones (intermedia y periférica), no obstante la intensidad de la
coloracion azul es considerablemente mas intensa en la region periférica
indicando una mayor cantidad de GAGs en esta area.

En la figura 24 C se observan en detalle las células que componen la region
central, cuya morfologia difiere drasticamente con las exhiben las otras regiones.
Estas células, con un morfologia mas plana, abarcan una superficie significativa,
de esta misma forma poseen indicios de formacion de un sincitio celular y no
revelaron presencia alguna de GAGs sulfatados.

Azul de toluidina

Se llevo a cabo la tincion de azul de toluidina en cada uno de los cortes. Esto con
el objetivo de evaluar una posible metacromasia, lo cual es indicativo de la

presencia de proteoglicanos.
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Figura 24. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana inducidas en micromasas. Medio de induccién osteogénico. Coloracion
azul alcian pH 1. A. Se distinguen tres regiones diferentes. 1) Periférica, 2) Intermedia, 3)
Central. 100x. B. Se observa una coloracién azul en la region intermedia, la cual se
hace mas intensa hacia la region periférica, indicando la presencia de GAGs sulfatados.
250x C. En la regién central sb6lo se observa un grupo de células conformando un
sincitio. 250x.

Figura 25 Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica
humana cultivadas en micromasas. Medio control. Azul de Toluidina. A. Se observa
una distribucion homogénea de las células, con una diferencia en la tonalidad de la
coloracion hacia la periferia.100x. B. Detalle de un sector de la periferia donde se
aprecia una coloracion mas tenue de tono purpura. 250x.
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La coloracién de las células cultivadas en medio control (figura 25 A) present6 una
diferencia de tonalidad sélo en un sector de la periferia. Esta se detalla en la figura
25 B; donde se observa una regidén purpura mas clara. Por otra parte, en las
células inducidas en medio condrogénico se observo una coloracion clara de tono
violeta, esto es constancia de una metacromasia evidente (figura 26 A). Esta
metacromasia se distribuyé de forma homogénea en todo el corte, al igual que la
morfologia de las células que consistid6 Unicamente en las de tipo fusiforme.
Ambos detalles se aprecian con nitidez en la figura 26 B.

Al analizar las células sometidas a induccion osteogénica se observé la presencia
de metacromasia, asi como también se notaron diferencias morfolégicas de las
células en distintas regiones (figura 27 A). La metacromasia se hizo evidente solo
en las células ubicadas hacia la region periférica, cuya morfologia es de tipo
fusiforme, esto se muestra en la figura 27 B. En otro sentido, las regiones
intermedia y central no revelaron evidencias de metacromasia. Sin embargo, se
destaca que las células ubicadas en la regién central poseen una morfologia

irregular y no de tipo fusiforme, lo cual se aprecia en la figura 27 C.
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Figura 26. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana inducidas en micromasas. Medio de induccién condrogénico. Azul de
toluidina. A. Se aprecia una distribucibn homogénea, es notable la presencia de una
tonalidad clara color violeta entre las células, evidencia de metacromasia en toda la
superficie.100x. B. Detalle donde se observa metacromasia presente en todo el campo.

250x

Figura 27. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica
humana inducidas en micromasas. Medio de induccion osteogénico. Azul de
toluidina. A. Se distinguen tres regiones diferentes. 1) Periférica, 2) Intermedia, 3)
Central. 100x. B. En la region periférica se indica la presencia de metacromasia por
su tonalidad clara color rosa. 250x C. Detalle de region intermedia y region central.
Se destaca la presencia de un grupo pequefio de células con morfologia irregular.

250x.
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Coloracion de Van Gieson

Esta coloracion se emple6 principalmente con el objetivo de identificar la presencia
de colageno en la matriz extracelular, el cual al reaccionar se tifie de rojo, los
ndcleos de negro y el citoplasma de amarillo. A pesar de que no se logro revelar el
color rojo que caracteriza a esta tincion cuando el colageno esta presente, se
consiguieron distinguir diversas diferencias estructurales y morfologicas
importantes descritas a continuacion.

Las células cultivadas en medio control se tifieron de color purpura en su totalidad,
esto se observa en la figura 28 A. Asimismo, los nucleos se colorearon de negro,
soOlo se apreci6é una tonalidad mas clara hacia el lado de la periferia (figura 28 B).
Cabe destacar que la morfologia celular resultd ser homogénea en toda la

superficie del corte.

Figura 28. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana cultivadas en micromasas. Medio control. Tincion de Van Gieson. A. Se
observa una tonalidad puarpura, con nucleos tefiidos de color negro en toda la superficie.
100x. B. Detalle de una tonalidad purpura mas clara hacia la periferia. 250x
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En la figura 29 se aprecian los resultados de la tincion a las células inducidas
hacia el linaje condrogénico. Al examinar la figura 29 A, se evidencia una
homogeneidad en cuanto a la morfologia celular ya que todas son de tipo
fusiforme. A pesar de ello, al detallar la figura 29 B, se nota cierta diferencia en la
intensidad de la coloracion con respecto a la anteriormente observada en el
experimento control, ya que en la figura 29, se puede afirmar la existencia una
tonalidad purpura de menor intensidad en la matriz extracelular.

Distintamente, en el corte conformado por células inducidas hacia el linaje
osteogénico, se logro identificar tres regiones con células de morfologia diferente,
las cuales también presentaron variaciones con respecto a su coloracion (figura

30).

Figura 29. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica
humana inducidas en micromasas. Medio de induccion condrogénica. Tincion
de Van Gieson. A. Se aprecia una tonalidad purpura de baja intensidad en toda el
area, igualmente los nucleos de color negro.100x. B. Detalle de la periferia donde se
hace un poco mas intensa la coloracion. 250x.

Al detallar la figura 30 A, se pueden apreciar tres tonalidades de colores
diferentes. Tanto la region periférica como la intermedia se constituyeron por
células tipo fusiformes tefiidas de un tono purpura (figura 30 B), con la diferencia
de que las células ubicadas en la periferia se tifieron de una tonalidad puarpura
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mas clara. Al contrario de éstas, las células de morfologia plana contenidas en la
region central; exhibieron una coloracion amarillenta en su citoplasma, con
multiples nucleos tefiidos de color negro. Esta region se asemeja a un sincitio

celular (figura 30 C).

Figura 30. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana inducidas en micromasas. Medio de induccién osteogénica. Tincién de
Van Gieson. A. Se distinguen tres regiones diferentes. 1) Periférica, 2) Intermedia, 3)
Central. 100x. B. Detalle donde se observan nucleos tefiidos de negro junto con el
citoplasma purpura, se aprecian zonas de una tonalidad mas clara. 250x C. Se
destaca la coloracion amarilla de las células ubicadas en la regién central, lo que
simula un sincitio, con mdultiples nucleos de color negro. 250x.

Inmunohistoquimica anti colageno tipo Il
Este ensayo inmunoldgico se realizo con el fin de revelar la presencia de colageno
tipo Il. Para esta inmunohistoquimica en primer lugar se hizo un control positivo

utilizando un corte histolégico de cartilago humano (figura 31). Igualmente, se
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aplico el ensayo para cada uno de los cortes correspondientes al medio control,

medio condrogénico y medio osteogénico.

Figura 31. Cartilago humano.
Inmunohistoquimica anti colageno tipo 2.
Control positivo. 250x.

Los resultados obtenidos de la técnica inmunohistoquimica aplicada a las células
mantenidas en medio control se muestran en la figura 32. Si se examina la figura
32 A, se aprecia como existe una regionalizacién del agregado, donde cada una
de estas regiones reveld distintos niveles de expresion de colageno tipo Il. Por
consiguiente, al observar la figura 32 B, es notable un revelado de baja intensidad
en la region periférica, asi como un revelado de intensidad moderada en la region
intermedia. Contrariamente, en la figura 32 C, se observa la regién central, donde

no hubo expresion.
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Figura 32. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniotica
humana cultivadas en micromasas. Medio control. Inmunohistoquimica anti
colageno tipo Il. A. Se distinguen tres regiones diferentes. 1) Periférica, 2)
Intermedia, 3) Central. 100x. B. Detalle de regiones periférica e intermedia donde se
aprecia un color parduzco menos intenso al marcaje positivo. 250x C. Region central
donde no se aprecia un color parduzco, conformado por un sincitio aparente. 250x.

El agregado mostrado en la figura 33 A no presentd regionalizacién alguna, de
éste se pueden analizar los distintos niveles de expresion de colageno tipo Il por
parte de las células cultivadas en medio de induccion condrogénica. Cabe
destacar que las células se revelaron positivamente en el area cercana a la
periferia (figura 33 B), a diferencia de la zona interna, donde se presencia en la

figura 33 C, un marcaje positivo de intensidad moderada.
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Figura 33. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica
humana cultivadas en micromasas. Medio de induccion condrogénica.
Inmunohistoquimica anti colageno tipo Il. A. Se observa una distribucibn homogénea
sin regionalizacion. 100x. B. En las &reas cercanas a la periferia se observa una baja
expresion. 250x C. Detalle del area interna central donde se observa un marcaje
positivo con mayor intensidad en una zona con mas densidad celular. 250x

En la figura 34 A, se observa claramente que existe un marcaje positivo en toda la

superficie del agregado. Sin embargo, en cada regiébn se manifestaron distintos

niveles de expresién. En primer lugar, en la regioén periférica e intermedia el

marcaje se revela de forma baja y moderada respectivamente (figura 34 B).

Distintamente, en la figura 34 C se aprecia un nivel de expresién mas intensa.
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Figura 34. Células tipo mesenquimales del estroma de la membrana amniética
humana cultivadas en micromasas. Medio de induccion osteogénica.
Inmunohistoquimica anti colageno tipo Il. A. Se distinguen tres regiones diferentes.
1) Periférica, 2) Intermedia, 3) Central. 100x. B. En las regiones intermedia y
periférica se sefialan las zonas donde se observa con mayor intensidad el marcaje
positivo ante la presencia de colageno tipo Il. C. Detalle de un grupo celular
numeroso tefiido de color parduzco, sefialando una expresion intensa. De igual
manera se aprecia la formacién de un sincitio celular.250x

En sintesis, al revisar las figuras previamente expuestas, se puede inferir la
existencia de ciertas diferencias entre cada una de las micromasas. Entre las
principales diferencias se destacan: el patron de regionalizacién, el tamafio y los
niveles de expresion. La regionalizacion y el tamafio de cada agregado se
esquematizan en la figura 35, donde se logra observar la existencia de tres
regiones distintas en los agregados de las células cultivadas en medio control y las
células cultivadas en medio de induccién osteogénica. En cambio, las células

cultivadas en medio de induccion condrogénica no exponen estas regiones.
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Control Condrogénico Osteogénico

Figura 35. Esquematizacion del patréon general que exhiben las
micromasas en cada ensayo. Se disponen de forma creciente

En dltimo lugar, en la tabla 3 se resumen las diferencias presentadas por cada
ensayo en cuanto a los niveles de coloracion o de expresion segun sea el caso.
Estos niveles, varian incluso por cada region de un agregado determinado, en una
escala que se desplaza desde una ausencia de la expresion hasta un nivel

intenso.

Tabla 3. Niveles de expresion y de coloracion de los ensayos de histoquimica e
inmunohistoquimica aplicados en cada region de las micromasas. Se representa como
sigue: intensa (+++), moderada (++), bajo (+) y ausente (-).

Control Condrogénico Osteogénico
Reg[onallza0|on Periferia Intermedia Central | Periferia Interna | Periferia Intermedia Central
Micromasa
GAG
. +++ - + + ++ +++ - +
carboxilados
GAG
++ + = + + ++ + -
sulfatados
Metacromasia + - - = + 4 . ;
Coladgeno
: ++ + - - - ++ + -
(Van Gieson)
Colageno tipo I + ++ 5 + ++ + ++ i
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DISCUSION

En la actualidad, el interés por el estudio de las células madre mesenquimales se
ha intensificado progresivamente, sobre todo dentro del campo de la medicina
regenerativa y la ingenieria de tejidos. Es de saber, que a estas células se les
confieren ciertas ventajas debido a su potencial de diferenciacién y a su facil
obtencién.

Las células mesenquimales se han presentado como una opcion prometedora,
puesto que se ha comprobado que ademas de su alto potencial de diferenciacion
en comparacion a otras poblaciones celulares de tejidos neonatales, las células
madre mesenquimales del estroma de la MAH, poseen una baja inmunogenicidad
y no presenta inconvenientes de indole bioético ya que la placenta siempre es

descartada en las intervenciones quirdrgicas.

Aislamiento y establecimiento del cultivo de células mesenquimales del
estroma de la membrana amnidtica humana

La metodologia empleada para aislar las células mesenquimales de la MAH fue
efectiva, ya que se logré6 obtener una alta densidad celular ideal para la
proliferacion de estas células y el posterior establecimiento del cultivo primario.

En primer lugar, es importante conocer la estructura de la MAH, resaltando las
caracteristicas de su histologia y composicion, lo cual permiti6 disefiar una
metodologia adecuada para la extraccidon de las células mesenquimales presentes
en el estroma. Es preciso sefalar, que estas células en su condicion in vivo se
encuentran embebidas en una matriz principalmente conformada por colageno tipo

| (capa compacta y mesodermo adyacente) y colageno tipo IV (membrana basal y

63



conexiones entre: capa mesenquimal y epitelio). Es por esta razén que varios
autores han hecho referencia al uso de la colagenasa tipo | como una enzima
eficaz para el proceso de disgregacion enzimética de la MAH denudada (Soncini y
col., 2007; Barlow y col., 2008; Brooke y col., 2008; Semenov y col., 2010; Diaz-
Prado y col., 2010b. No obstante, también se ha llevado a cabo el proceso de
aislamiento Unicamente a través de la disgregacion mecéanica (Scherjon y col.,
2004).

Cabe destacar, que diversos investigadores coinciden en emplear la colagenasa
tipo | a una temperatura de 37 °C, sin embargo éstos difieren en sus metodologias
con respecto a los parametros de concentracion, agitacion y tiempo de incubacién
utilizados (tabla 4)

Tabla 4. Parametros aplicados en distintas referencias para la disgregacion enzimatica de
la MAH denudada.

Concentracion Tiempo Agitacién Rendim,iento Referencia
Colagenasa | (Horas) (N° de células)
0,75 mg/mL 3 No 10 x10° CSOCI’”CZ'S'());
0,75 mg/mL 3 No 2 x 10° Dciz‘f"zroafgby
100 U/mL 2 Si Ci‘if";‘goé
100 U/mL 2 Si ;ﬁozkgo)é
12,5 UimL 1 No 4-10 x 10 Scilmegg‘l’g

Tomando en cuenta lo expuesto por estos autores, se decidid6 emplear un
protocolo con ciertas modificaciones que permitiera obtener un rendimiento éptimo

sin afectar la viabilidad de las células mesenquimales del estroma de la MAH. En
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consecuencia, se realizé una disgregacién enzimatica fraccionada en dos partes,
cada una de estas fracciones arroj6 resultados distintos en cuanto a su
rendimiento y morfologia celular.

La primera fraccion enzimética se conformé por una poblacién heterogénea de dos
morfologias: un grupo mayoritario de células poligonales y otro de células
fusiformes; ninguna de éstas prolifer6é en las condiciones de cultivo seleccionadas.
Las células de morfologia poligonal podrian provenir de la capa epitelial de la
MAH, es decir posiblemente se trate de una subpoblacién de células tipo
epiteliales. Por lo tanto, el bajo crecimiento de las mismas probablemente se deba
a la ausencia del Factor de Crecimiento Epidermal (EGF), el cual resulta
fundamental para el establecimiento del cultivo de este tipo de células. Asimismo,
esta subpoblacién ha sido reportada como heterogénea en cuanto a su fenotipo,
debido a la expresion de diferentes marcadores de superficie, como también se les
ha conferido una baja proliferacion celular cuando las mismas son sembradas a
bajas densidades (Parolini y col., 2008)

En cuanto a la segunda fraccién enziméatica, ésta se conformd en su mayoria por
células tipo fusiformes, muy semejantes a la morfologia descrita de las células
mesenquimales; con un rendimiento eficiente, ubicado dentro del intervalo referido
por distintos investigadores (1-2 x 10° células/g de tejido) (Parolini y col., 2008;
Bilic y col, 2008). Ademas, las condiciones de cultivo utilizadas fueron optimas
para que las células tipo mesenquimales proliferaran adecuadamente y asi
pudiera establecerse el cultivo primario, cuya confluencia es alcanzada en un
tiempo acorde con lo descrito en trabajos previos (7-10 dias) (Casey y Macdonald

1996; Paracchiniy col., 2012).
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Debido a la confluencia presentada en los cultivos primarios de las células tipo
mesenquimales del estroma de la MAH (segunda fraccién enzimatica), se llevaron
a cabo los subcultivos de las mismas, los cuales mantuvieron un ritmo de
proliferacion constante. A pesar de esto, se aprecid cierta heterogeneidad
morfolégica debido a la presencia de dos subpoblaciones. La primera de ellas,
constituida por células tipo fusiformes y la segunda por células de un amplio
volumen citoplasmatico, esto coincide con lo que ha sido reportado previamente
en referencia a distintas poblaciones de células mesenquimales ademas de las
aisladas de la membrana amnidtica, entre las cuales se pueden mencionar:
células madre mesenquimales de la médula 6sea y células madre mesenquimales
del estroma del corion (Docheva y col., 2008; Leyva-Leyva y col., 2012; Zhuy

col., 2013).

Curva de crecimiento de las células mesenquimales de la membrana
amniotica humana

Las células mesenquimales aisladas del estroma de la MAH presentaron un
crecimiento celular tipico. Sin embargo no se realizé una medida de la tasa de
proliferacion para obtener un dato mas representativo acerca de su
comportamiento. Se ha mencionado que las células mesenquimales aisladas de la
placenta en general, poseen una mayor proliferacion que las células

mesenquimales aisladas de la médula 6sea (Barlow y col, 2008).
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Caracterizacion morfologica de células mesenquimales del estroma de la
MAH.

A través de los métodos de caracterizacion morfologica aplicados, se confirmo la
permanencia de la heterogeneidad en los subcultivos hasta el 4% pasaje. Sin
embargo, la coloracién de rutina May Grinwald-Giemsa permitio la observacién de
una cantidad mayoritaria de la subpoblacion de células tipo fusiforme en
comparacién a la subpoblacion de células de amplio volumen citoplasmético. Esto
altimo, podria tener cierta correspondencia con lo descrito por Docheva y col.
(2008), quienes evidenciaron este mismo tipo de heterogeneidad en cultivos de
células madre mesenquimales de la médula 6sea, donde las células tipo fusiforme
se destacaron por autorrenovarse mas rapidamente.

En otro sentido, a las células madre de amplio volumen citoplasmatico
provenientes de distintos tejidos se les han observado diferentes caracteristicas.
A las células provenientes de la médula ésea se les ha detectado cierta actividad
de la fosfatasa alcalina, una baja tasa de proliferacion y mejores propiedades de
adhesion en comparacion a las células de tipo fusiforme. A su vez, a las células
obtenidas de la membrana amnidtica, se les ha conferido una muy baja expresion
del marcador CD 105; positivo para células madre mesenquimales (Colter y col.,
2001; Prockop y col, 2001; Docheva y col., 2008; Leyva-Leyva y col., 2012).
Adicionalmente, estas diferencias morfologicas puede que estén atribuidas a una
respuesta de la célula frente al microambiente, produciendo cambios en la
organizacion de su citoesqueleto.

Las alteraciones que presenta una célula en su citoesqueleto pueden estar

relacionadas con la elasticidad y motilidad de la misma (Docheva y col., 2008).
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Esto podria corresponderse con lo observado en los registros de marcaje con
sondas fluorescentes, donde se destaca la elongacion de las extensiones
citoplasmaticas de las células de tipo fusiforme.

Los registros de marcaje con sondas fluorescentes mediante Hoechst y Naranja
de Acridina (NA) respaldaron la caracterizacion morfolégica de las células
mesenquimales del estroma de la MAH. Del mismo modo, la sonda de Naranja de
Acridina reveld la presencia de lisosomas en la region perinuclear de algunas
células con amplio volumen citoplasmatico. El principio del marcaje con NA se rige
por su capacidad de permear a través de las membranas (tanto en membranas
celulares como en las membranas de los organelos), ya que una vez que la célula
es protonada, el NA se almacena en las regiones de pH bajo, es decir se acumula
en los organelos que poseen estructuras acidas. Por su parte, los lisosomas
cuentan con una bomba proténica que genera un gradiente de pH significativo, lo
cual favorece el ingreso del NA dentro de la estructura lisosomal. Este proceso es
suficientemente eficiente para concentrar NA en el interior de los lisosomas, lo que
conlleva a la formacién de un precipitado en forma de granulos (Darzynkiewicz,
1991; Traganos y Darzynkiewicz, 1994; Uchimoto y col., 1999; Darzynkiewicz y
col., 2004).

La alta densidad de lisosomas marcados con NA en la region perinuclear
posiblemente esté relacionada con la capacidad de autofagia por parte de la
célula. La autofagia, es un proceso catabolico que involucra el reciclaje de
proteinas y organelos citoplasmaticos a través de la actividad hidrolitica de los
lisosomas, por lo tanto estos participan en la degradacion de organelos

defectuosos para la célula. Es por esta razén, que al tratarse de un mecanismo de
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reciclaje intracelular, la autofagia cumple con un papel importante en la eliminacién
de proteinas y organelos innecesarios que se acumulan durante la
autorrenovacion, proliferacion y diferenciacion de una célula madre (Cooper, 2000;
Phadwal y col., 2013).

La importancia de la autofagia en cada una de las propiedades particulares de las
células madre ha sido referida por diversos autores. En primer lugar se ha
mencionado que la autofagia es esencial para la autorrenovacion y diferenciacion
debido a que estos procesos requieren de un control estricto del recambio proteico
y la digestion de organelos. Inclusive, la autofagia contribuye con el objetivo de la
célula madre de alcanzar una morfologia y funciones especificas a través de la
regulacion de la expresion una proteina kinasa llamada mTOR. Del mismo modo,
se ha constatado que en las células madre quiescentes, la autofagia participa en
la eliminacion de macromoléculas defectuosas que podrian causar la pérdida de
esta quiescencia (Coller y col. 2006; Zeng y Zhou; 2007).

Otro ensayo que se tomd en cuenta para la caracterizacion de la poblacion de
células mesenquimales de la MAH, fue el de inmunocitoquimica. En el que se
emplearon anticuerpos en contra de Stro-1 y vimentina; éstos revelaron distintos
niveles de expresion en cada una de las subpoblaciones celulares.

El Stro-1 es un antigeno presente en células de unidades formadoras de colonia
de fibroblastos (UFC-F) en la médula 6sea y que potencialmente define la
existencia de subpoblaciones precursoras de células madre mesenquimales
(Simmons y Torok-Storb, 1991; Dennis y col., 2001). Es preciso sefialar, que hubo
una mayor expresion en las células tipo fibroblasto que en las células de amplio

volumen citoplasmatico. Esto posiblemente se deba a que las células de amplio
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volumen citoplasmatico se encuentran levemente comprometidas hacia la
diferenciacion en algun linaje, lo cual concordaria con lo referido por Arévalo y col.
(2007) con respecto a la expresion de Stro-1 en células madre mesenquimales
aisladas de la médula 6sea, donde se describe que el Stro-1 es un marcador que
se expresa en el desarrollo temprano de estas células y éste declina su expresion
cuando genes asociados a la diferenciacion y expansion osteogénica (como el
cbfal) interactian con osteopontina y osteocalcina.

La vimentina es una de las proteinas mas abundantes de los filamentos
intermedios pertenecientes al citoesqueleto de las células mesenquimales,
frecuentemente utilizada como marcador en el desarrollo de estas células
(Eriksson y col., 2009).

Ambas subpoblaciones estudiadas revelaron positivamente la presencia de
vimentina, no obstante, se evidencié una mayor expresion de la proteina en las
células de tipo fibroblasto. Lo cual sugiere, que las células de amplio volumen
citoplasmatico, estdn mas préximas a una etapa de madurez celular en
comparacién a las células de tipo fusiforme, esto coincide con lo propuesto por
distintos autores, quienes describen una variacion en los niveles de expresion de
vimentina en funcién del desarrollo de la célula (Bornemann y Schmalbruch, 1993;

Vater y col. 1994; Vaittinen y col., 2001).

Induccion de la diferenciacion de las células mesenquimales del estroma de
la MAH.
A través de la induccion de la diferenciacion osteogénica y condrogénica, se

evidenciaron distintas expresiones en cada sistema de cultivo, debido a que cada
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uno de ellos posee caracteristicas distintas. En primer lugar, en el cultivo en
monocapa las células crecen adheridas al sustrato hasta alcanzar la confluencia,
lo cual le confiere a este sistema algunas ventajas en cuanto a la cuantificacion,
caracterizacion y muestreo de réplicas. A pesar de esto, este sistema carece de la
presencia significativa de interacciones célula-célula y célula-matriz. Estas
interacciones se encuentran involucradas en la regulacion de la proliferacion,
migracion, apoptosis y diferenciacion celular; por este motivo se ha mencionado
que las funciones especificas para la diferenciacion se mantienen con mayor
facilidad en los cultivos tridimensionales, los cuales al aproximarse mas a la
configuracion del tejido in vivo, incrementan el namero de las interacciones
mencionadas (Freshney, 2010). Tal es el caso de los cultivos en micromasas,
pues varias investigaciones han sefialado la efectividad de este sistema para
diferenciacion de células madre mesenquimales humanas en tejidos como el
cartilago (Carlberg y col., 2001; Eslaminejad y col., 2006; Sudo y col., 2007; Kang

y col., 2012).

Diferenciacion de cultivos de células mesenquimales en monocapa

Los ensayos que se aplicaron para evaluar la induccién de la diferenciacién en los
sistemas de cultivo en monocapa reflejaron bajos niveles de coloracién. Pese a
esto, se evidenciaron detalles de cambios morfolégicos en cada caso de
induccion, tanto condrogénica como osteogénica.

Inicialmente, se puede inferir que ocurrieron pocos indicios de diferenciacion
condrogénica en el sistema de cultivo bidimensional ya que en pocas zonas de la

monocapa se corroboro, a través de la coloracion azul alcian (pH 2,5), la presencia
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de glucosaminoglicanos (carboxilados y sulfatados) y proteoglucanos unos de los
principales componentes de la matriz extracelular del cartilago. La expresion de
estos elementos se debe a la utilizacion de compuestos inductores como la
dexametasona, el cual consiste en un glucocorticoide que a través de receptores
citoplasmaticos, induce la expresion de genes y la sintesis de proteinas de una
variedad de marcadores de la matriz del cartilago. Asimismo, se ha reportado que
es un componente esencial para formacion de osteoprogenitores a partir de
células madre mesenquimales (Derfoul y col., 2006; Oshina y col., 2007). Otro
compuesto que contribuye con la expresion de los proteoglucanos es el Factor de
Crecimiento de la insulina (IGF), el cual ademas incrementa la sintesis de
proteinas como el colageno tipo Il, estimula la proliferacion, regula la apoptosis; y
promueve la supervivencia, el desarrollo y la maduracion de los condrocitos
(Luyten y col., 1988; Nixon y col., 1999; Longobardi y col., 2006; An y col., 2010).
Del mismo modo, en los cultivos de monocapa inducidos hacia la condrogénesis,
se presenciaron algunas modificaciones morfolégicas, donde las células crecidas
en medio control conservaron su morfologia fusiforme y las células inducidas
exhibieron una morfologia irregular, lo cual coincide con lo observado por Wei y
colaboradores (2009), quienes igualmente describen un cambio en la morfologia
de las células inducidas.

Las células inducidas hacia el linaje osteogénico, presentaron un patron similar en
cuanto a sus sefiales de diferenciacion. Uno de estos se evidencio a través de la
coloraciéon de von Kossa, cuyo principio consiste en la deteccion de fosfatos o
carbonatos de calcio, los cuales son elementos de la matriz extraceular

mineralizada presente en el tejido 0seo. En consecuencia, se observaron estos
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depdsitos en muy pocos sectores de la monocapa, como también se apreciaron
diferencias morfoldégicas en estas células. Los depdsitos observados son el
resultado del B-glicerolfosfato incluido en el medio inductor, pues este compuesto
es hidrolizado por la fosfatasa alcalina (marcador temprano de osteogénesis), lo
que trae como consecuencia la produccién de altos niveles de iones fosfato, esto
altimo genera las condiciones quimicas ideales para la deposicion mineral (Coelho
y Fernandes; 2000).

La baja efectividad de las inducciones condrogénica y osteogénica del sistema en
monocapa puede deberse a dos factores criticos distintos. El primero de ellos
consiste en el tiempo de induccion, ya que las células mesenquimales se
mantuvieron bajo el medio inductor solo por 14 dias, de hecho, se difiere con lo
expuesto por distintos investigadores, los cuales sefialan protocolos donde los
cultivos con el medio de induccién se incuban por un tiempo de 21 dias.
(Portmann-Lanz y col., 2006; Soncini 2007; Diaz-Prado y col., 2010b). El segundo
factor importante es el de las interacciones célula-célula y célula matriz, ambas
vitales para la estimulacién de la diferenciacion celular, por esta razén representan

una desventaja en los sistemas de cultivo bidimensionales.

Diferenciacion de células mesenquimales en sistema tridimensional de
micromasas

El sistema de micromasas ha sido considerado como uno de los métodos mas
eficientes para la induccion condrogénica de las células mesenquimales del
estroma de la MAH (Alviano y col., 2007; Sudo y col., 2007; Diaz-Prado y col.,

2010b). Los agregados estudiados variaron de acuerdo a sus dimensiones,
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patrones de regionalizacion y niveles de expresion en cada region. Incluso, se
presentaron diferencias morfoldgicas entre las células de un mismo agregado.
Cabe destacar, que el agregado control y osteogénico presentaron patrones de
coloracion y regionalizacién muy similares.

Inicialmente, a través de las coloraciones de azul alcian (pH 2,5 y pH 1) se
constatdé la presencia de GAGs carboxilados (evidencia de proteoglicanos) y
GAGs altamente sulfatados en las tres micromasas. Esto se confirmé mediante la
coloracion de azul de toluidina, un compuesto que también revela (entre tonos rojo
y violeta) la existencia tanto de proteoglicanos acidos como proteoglicanos
altamente sulfatados (Bancroft y Gamble; 2008).

La presencia de coldgeno en los agregados celulares se evalu6 empleando dos
técnicas histoquimicas distintas, la primera de ellas se traté de la coloracion de
Van Gieson, la cual revel6 una ligera expresion solamente en los agregados
control y de induccién osteogénica. La segunda técnica consistié en la deteccién
inmunohistoquimica. Esta, al ser de caracter mas especifico, revelo la existencia
de colageno tipo Il en los tres agregados, con una expresion mas alta en el
agregado en presencia de inductores osteogénicos.

Al integrar todos estos resultados, se podria deducir que se inicié un proceso de
diferenciacion condrogénica en el agregado inducido hacia este linaje. Esto,
precisamente se justifica por la presencia de GAGs, proteoglicanos y colageno tipo
II, elementos esenciales de la matriz del cartilago. En este mismo sentido, se
podria estimar que la condrogénesis se encuentra en su etapa inicial, debido a la
morfologia tipo fusiforme que mantienen las células embebidas dentro de la

matriz, resultado que coincide con lo que ha sido descrito previamente por
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Ichinose y col. (2005); y Chung y col. (2012). Como es de saber, el proceso de
condrogénesis empieza con la condensacion de células tipo mesenquimales
condroprogenitoras que forman un cumulo celular redondeado y denso, este
cumulo de células mesenquimales sefala el sitio de formacion de un cartilago
hialino. Sin embargo, no es hasta que se expresa el factor de transcripciéon SOX-9
que se lleva a cabo la diferenciacion en condroblastos (Ross y Pawlina, 2007).

La evaluacion de la diferenciacion en el agregado de induccién osteogénica
exhibié una expresion y coloracion positiva de todas las técnicas histoquimicas
ensayadas. lgualmente, presentdé un patron de regionalizacién bien definido con
diferencias tanto de expresion como morfolégicas entre cada una de estas
regiones. A partir de lo observado, se podria interpretar que pudiese estar
ocurriendo una condrogénesis en una etapa mas avanzada (en comparacion con
el agregado bajo induccién condrogénica). Esto se complementa con lo que se
describioé previamente acerca del proceso de diferenciacién condrogénica; ya que
se puede apreciar una condensacion de células mesenquimales en la region
intermedia. Aunado a ello, el sincitio aparente ubicado en la region central
posiblemente esté conformado por condroblastos, ya que en el proceso de
condrogénesis in vivo, luego de la expresién de SOX-9, las células pierden sus
prolongaciones citoplasmaticas y expresan colageno tipo Il. En otro sentido, se
podria suponer el inicio de una osificacion endocondral ya que este proceso
empieza de la misma manera que la condrogénesis donde las células
mesenquimales expresan inicialmente colageno tipo Il y luego se diferencian en
condroblastos, los cuales producen una matriz cartilaginosa. Sin embargo, no se

puede aseverar que ocurrid6 una diferenciacion osteogénica debido a que los
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agregados no alcanzaron la etapa de mineralizacién de la matriz extracelular, esto
se comprobd con la prueba de von Kossa (resultados no mostrados) (Ross y
Pawlina, 2007).

Al comparar los agregados de induccién osteogénica y control es notable la
similitud que presentan con respecto a sus patrones de regionalizacion e
intensidad de coloracion y expresion. En primera instancia, resulta atipica la
expresion positiva de moléculas como proteoglicanos, glucosaminoglicanos vy
colageno tipo Il en el agregado control; no obstante esto podria estar sujeto a
varias razones. Una de estas razones consiste en que las micromasas simulan un
microambiente tridimensional in vitro, donde hay una marcada interaccion celular
favoreciendo condiciones apropiadas para que las células se comprometan hacia
el linaje condrogénico espontaneamente sin afadir biomoléculas inductoras, y de
esta manera sintetizan componentes de MEC. Igualmente, se ha demostrado que
células mesenquimales provenientes de otros tejidos como la médula Gsea,
obedecen un orden jerarquico, en el cual las células pueden presentar sefiales de
diferenciacion sin estar bajo condiciones de induccion, inclusive se les ha
considerado como progenitores mesenquimales, que pierden su potencial de
diferenciacion, generando progenitores osteocondrogénicos (Muraglia y col., 2000;
Lee y col., 2010). Esto podria estar relacionado con lo investigado por Docheva y
col. (2008) quienes también reconocieron subpoblaciones de células
mesenquimales obtenidas de la médula o6sea con un amplio volumen
citoplasmatico, estas células expresaron actividad de fosfatasa alcalina y
presentaron caracteristicas muy similares a las de osteoblastos humanos. Del

mismo modo, recientemente Leyva-Leyva y col. (2012) identificaron una
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subpoblacién de células mesenquimales aisladas del estroma de la MAH que
poseian un mayor potencial osteoblastico, pues presentaron una mejor deposicion

de calcio que el resto de la poblacion.
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CONCLUSIONES
Se logré aislar con éxito las células mesenquimales del estroma de la
membrana amnidtica humana. Asimismo, se establecié el cultivo primario
en condiciones 6ptimas de cultivo con un crecimiento celular tipico. De esta
poblacion aislada, se identificaron subpoblaciones de células distintas en
dos fracciones enziméticas consecutivas, donde la primera de ellas no
prolifer6 en condiciones normales de cultivo y la segunda proliferé hasta la
confluencia. Esta técnica fraccionada no ha sido ensayada previamente

segun la literatura consultada.

La caracterizacion morfolégica evidencié dos subpoblaciones celulares; una
mayor subpoblacién de células con morfologia fibroblastica tipica que
expresa marcadores de células mesenquimales progenitoras; Stro-1,
vimentina y otra segunda subpoblacion de células de amplio volumen
citoplasmatico que contiene numerosos lisosomas en la region perinuclear
del citoplasma. Cabe destacar, que en este trabajo se describe por primera
vez el estudio subcelular de lisosomas pertenecientes a células
mesenquimales del estroma de la membrana amnidtica humana. Sin
embargo, se necesita llevar a cabo un estudio mas exhaustivo y cuantitativo
acerca de la cantidad de lisosomas presentes en las dos subpoblaciones en
cuestion, asi como la evaluacion de su morfologia en diferentes etapas del

cultivo.
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Se confirmd la presencia de glucosaminoglicanos en los cultivos en
monocapa inducidos hacia el linaje condrogénico de células
mesenquimales del estroma de la membrana amniética humana. Del mismo
modo, en los cultivos en monocapa inducidos hacia el linaje osteogénico, se
constato la presencia de indicios de mineralizacion de la matriz extracelular
de algunas células. A pesar de esto, se requiere realizar la induccién por un
tiempo mas prolongado antes de hacer la evaluacion y llevar a cabo un
estudio mas detallado de la caracterizacion morfolégica de las células

inducidas.

La presencia de GAG carboxilados y sulfatados, de proteoglicanos en la
matriz extracelular de las micromasas, asi como también la expresioén de
coldgeno tipo I, principal marcador de condrogénesis indican que las
células mesenquimales de la membrana amniética humana se diferenciaron
hacia el linaje condrogénico bajo todas las condiciones ensayadas, pero no
se logré la diferenciacion a nivel osteogénico. Inclusive, este sistema
tridimensional de agregado in vitro permite que las células mesenquimales
de la MAH en presencia de medio control en ausencia de inductores
conocidos se diferencien espontdneamente hacia el linaje condrogénico,
mientras que con el sistema bidimensional en monocapa no se constaté

sintesis de GAG en este mismo medio.
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Para obtener caracteristicas mas similares al tejido cartilaginoso in vivo se
debe realizar la induccién por un tiempo mas prolongado. De esta misma
manera, en funcion de comprender la presencia de indicios de
diferenciacion de agregados cultivados en medio control, se debe realizar
una determinacion de la actividad de la fosfatasa alcalina 'y el porcentaje de
la expresibn de marcadores de células madre mediante técnicas
inmunocitoquimicas de ambas subpoblaciones celulares previo al

establecimiento del cultivo tridimensional.
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ANEXO 1

DESCRIPCION Y OBLIGACIONES DEL ESTUDIO
Las placentas seran obtenidas de la Unidad de Partos de La Clinica.
Si Ud. da su consentimiento, su participacion consistira en donar su
placenta de manera voluntaria, la cual se extraerd mediante el proceso de

cesérea, bajo las condiciones de rutina que se usan en la clinica.

El protocolo de seleccion de las donantes de placentas sigue las mismas
evaluaciones que los donantes de 6rganos y tejidos para trasplante. Para que se
produzca la donacion real, la embarazada debera cumplir con una serie de
requisitos que se detallan a continuacion:

Criterios de seleccion:
- Madre sana, mayor de edad (dieciocho afios), en pleno uso de sus
facultades mentales.

- Embarazo sano y controlado por un periodo no menor a seis meses.
- Feto sano, sin patologia placentaria.
- Parto por ceséarea programada sin ruptura de bolsa.

- Madre y feto libres de infecciones transmisibles (virales, bacterianos y otros

microorganismaos).
- Consentimiento materno, médico y de un testigo.

- Serologia del primer trimestre del embarazo negativa o test de amplificacion

de acidos nucleicos negativos.

Placenta sin restos de meconio.

Criterios de exclusion:
- Infeccién materna crénica o aguda.

- Infeccion fetal cronica o aguda.
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- Infeccion o inflamacién de las membranas fetales.

- Gestacion inferior a 34 semanas.

Adicionalmente a la paciente donadora se le realizaran los controles
serolégicos mostrados en la Tabla 1, ya que al tratarse de un donante vivo es

necesario cubrir el periodo ventana de estas enfermedades.

Tabla 1.- Controles serologicos realizados a las pacientes donadoras de las

placentas antes del parto.

Cribado Serolégico de las Donantes
Anticuerpos Virus Inmunodeficiencia Humana HIV Iyl
Descarte de Sifilis VDRL
Virus de la Hepatitis B HBV
Virus de la Hepatitis C HCV
Anticuerpos para Citomegalovirus CMV

CONFIDENCIALIDAD Y ANONIMATO

Toda la informacién obtenida de éste estudio, relativas a Ud. mismo,
guedaran estrictamente confidenciales y anénimas: SoOlo los médicos que se
ocupan directamente de la gestion de este estudio tendrdn acceso a su historia
médica, y estaran bajo las reglas estrictas del secreto médico.

Los datos registrados en este estudio seran tratados y analizados en un

sistema de informatica y Ud. tendra derecho a acceder a los mismos en todo

momento.
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Otras Disposiciones

Si Ud. desea obtener informacion complementaria antes de decidirse a
participar en este estudio, Ud. puede solicitarlas al responsable cientifico. Es libre
de rechazar su participacion en el proyecto en todo momento, retirar su
consentimiento sin tener que justificarse y sin que ésta decisién de ninguna forma

afecte la calidad de cuidado que se le dara por el médico tratante.
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ANEXO 2

La Vida es diversidad

PROFESORA
LORENA MARQUEZ (Investigador Principal)

Titulo del Proyecto
Caracterizacion y diferenciacion in vitro del Células Madre Mesenquimales
de la Membrana Amnidtica -

De nuestra mayor consideracién,

Por medio de la presente le comunicamos que en el dia de la presente fecha, el
Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Central de Venezuela, ha evaluado el proyecto de investigacién arriba sefialado y
ha recomendado la elaboracién de la presente carta aval al mismo, con el
compromiso de que su realizacion se desarrollard conforme a los Principios
Bioéticos fundamentales contemplados en la Constituciéon de la RepUblica
Bolivariana de Venezuela, en la Ley Orgdnica de Ciencia, Tecnologia e Innovacion y
en el propio Reglamento del Comité. Todo ello con la finalidad de velar por el
adecuado trato y respeto a la dignidad de la vida de los seres vivos participantes en
el proyecto.

Dejamos constancia-que los Miembros del Comité de Etica que han participado en la
evaluacion del proyecto sefialado no estdn involucrados, ni en modo alguno tienen
conflictos de intereses, en la realizacién del mismo.

Con puestras sentidas muestras de aprecio y consideracién, mu
/‘% M

Izask{in Petralanda Pio Ari
Por el Comité de Etica Coordinador

.
%rgrmeye con(;Zn nto:

Lorena Marquez




CONSENTIMIENTO INFORMADO

En las instalaciones del Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de
Tumores ubicado en el Instituto de Biologia Experimental (IBE), perteneciente a la
Facultad de Ciencias de la Universidad Central de Venezuela (UCV), se esta
realizando el estudio titulado "Caracterizacion y Diferenciacion de Células
Madres Mesenquimales provenientes de la Membrana Amnidtica Humana”
para asi analizar y evaluar la potencialidad de éstas células, bajo diferentes
estrategias de induccion.

Yo,
C.L Nacionalidad Estado

Civil Domiciliado en siendo

mayor de 18 afios en USO pleno de mis facultades mentales y sin que medie
coaccion ni violencia alguna, en completo conocimiento de la naturaleza, forma, y
propdsito; relacionados con el estudio indicado anteriormente, en calidad de

paciente, declaro mediante la presente:

1.- Haber sido informada de manera objetiva, clara y sencilla, por parte de

mi doctor tratante, y del

grupo de Investigadores del Instituto de Biologia Experimental (I.B.E.), de todos

los aspectos relacionados al proyecto de Investigacion.

2.- Tener conocimiento claro del objetivo fundamental del trabajo antes
sefalado, habiendo leido el documento de informacion relativo a este estudio
donde observé bien el caracter puramente cientifico y por el cual yo no obtendré

ningun beneficio econémico.
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3.- Haber sido informada de que mi participacion en el proyecto consiste en
donar mi placenta de manera voluntaria para el presente estudio, la cual se me
extraera mediante el proceso de ceséarea, bajo las condiciones de rutina que se

usan en la institucion.

4.- Que el equipo de investigadores me ha garantizado confidencialidad
relacionada tanto a mi identidad como de cualquier informacion relativa a mi
persona a la que tengan acceso por concepto de mi participacion en el proyecto

antes mencionado.

DECLARACION DEL VOLUNTARIO:

Luego de haber leido, comprendido y recibido las respuestas a mis
preguntas con respecto a este formato de consentimiento y por cuanto mi

participacion en este estudio es totalmente voluntaria; acuerdo:

A.- Aceptar las condiciones estipuladas en el mismo y a la vez autorizar al
equipo de investigadores del Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de
Tumores ubicado en el Instituto de Biologia Experimental (IBE), a realizar el
referido estudio con las muestras de Placenta que acepto donar a los fines

indicados anteriormente.

B.- Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion asi como mi
participacion en el proyecto, en cualquier momento, sin que ello conlleve algun tipo

de consecuencia negativa para mi persona.

DECLARACION DEL INVESTIGADOR:

Luego de haber explicado detalladamente al voluntario la naturaleza del

protocolo mencionado. Certifico mediante la presente que, a mi leal saber, el
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sujeto que firma este formulario de consentimiento comprende la naturaleza de la
participacion en este estudio. Ningun problema de indole médica, de idioma o de

instruccion han impedido al sujeto tener una clara comprensién de su compromiso
con este proyecto.

Firma del Donante

Nombre y Apellidos

C.l.

Lugar

Fecha

Firma del Investigador

Nombre y Apellidos

C.l.

Lugar

Fecha

Firma del Doctor Tratante

Nombre y Apellidos

C.l.

Lugar

Fecha 101
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