UNIVERSIDAD CENTRAL
DE VENEZUELA

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOLOGIA

POTENCIAL OSTEO-CONDROGENICO DE LAS CELULAS
MADRE EPITELIALES DE LA MEMBRANA AMNIOTICA
HUMANA.

TRABAJO ESPECIAL DE GRADO
Presentado ante la llustre Universidad
Central de Venezuela, por la bachiller
Daniela Pérez Reyes, como requisito para
optar al titulo de Licenciado en Biologia.

Tutor: Dra. M2 Lorena Méarquez

CARACAS, VENEZUELA
FEBRERO, 2019



TRABAJO ESPECIAL DE GRADO TITULADO:

“POTENCIAL OSTEO-CONDROGENICO DE LAS CELULAS
MADRE EPITELIALES DE LA MEMBRANA AMNIOTICA
HUMANA”

Presentado por el Br. Pérez Reyes Daniela Elizabeth, C.1. 22.278.974,
ante la ilustre Universidad Central de Venezuela para optar al titulo de
Licenciado (a) en Biologia.

Defendido publicamente el dia 14 de febrero de 2019 y aprobado por
los miembros del jurado evaluador designado por el Consejo de Escuela de
Biologia de la Facultad de Ciencias, quienes consideraron que dicho trabajo
cumplié con los requisitos exigidos por los reglamentos respectivos.

/A /(/%k\

a Lorena

Prof. Navarro Eliana
JURADO

Prof. M%{



DEDICATORIA

Este trabajo especial de grado esta dedicado a
mis padres por haber sido mi apoyo y mi
inspiracion a lo largo de mi vida y a Fernando
que a través de sus consejos, amor y paciencia
me ayudo a concluir esta meta.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por acompafiarme en el transcurso de mi vida, brindandome paciencia y sabiduria
para culminar con éxito mis metas propuestas.

A mis padres Félix e Iris y a mis hermanos Maria Laura y Enrique por ser mi pilar, por
apoyarme y estar siempre presente en mis dias buenos y malos, por hacer que no me diera
por vencida en ciertas etapas de la carrera y por su carifio incondicional. Gracias, esto es para
ustedes.

A Fernando por correr a mi lado en todo momento, por tu paciencia, amor y por nunca decir
no.

A mi tutora Lorena Marquez por abrirme las puertas del laboratorio, por su constancia y
perseverancia, por sus consejos, carifio y su guia. Gracias por tenerme paciencia y creer en
mi.

A la Lic. Eliana Navarro Dra. Elizabeth Merentes por su tiempo y dedicacion y por apoyarme
en mi trayecto en el laboratorio y en este trabajo.

Al Dr. Pedro Hurtado, David, la Sefiora Marisol, a todo el equipo de obstetricia del Instituto
Médico Quirdrgico “Dr. Jiménez Rojas” y por supuesto a los pacientes que donaron parte
de si, para que nosotros podamos realizar nuestros experimentos.

Al Dr. Gilberto Payares, Dra. Cristina Sanoja, Dra. Valentina Salas y el Prof. José Mejias
gracias por unas tardes llenas de risas y sabiduria.

A todos mis compafieros y amigos del laboratorio Anna, Dubelys, José, Carla, Felipe y la
Sra. Merys y a mis linces Naybeth, Carlos, Andreina, Cesar, Samuel y Eliezer por hacerme
reir con sus locuras y hacerme una mejor persona.

Y por supuesto a esas personas que conozco desde primer semestre que se han vuelto parte
de mi familia Diego, Estefanie, Karen, Hector, Jorlis, Anthony, Andreina, Eduardo y mi gran
amiga Ariadna los quiero muchisimo, ustedes me han ensefiado el verdadero valor de la
amistad y lealtad.



RESUMEN

Las enfermedades artriticas y la osteoporosis son dos de las causas mas comunes de la
degeneracion de huesos y cartilagos, por lo cual, para la reconstruccion de estos y otros
tejidos, es importante buscar nuevas alternativas de células madre que no representen
problemas de rechazo inmunoldgico ni éticos. Esta fuente podria ser la membrana amniotica
(MA), la cual estd compuesta por un epitelio simple, una membrana basal gruesa y un estroma
avascular. Ademas, presenta dos poblaciones celulares que muestran propiedades
caracteristicas de las células madre; las células epiteliales (CEAhs) que derivan del
ectodermo embrionario y las células mesenquimales (CMEAhs) del estroma que derivan del
mesodermo embrionario. El objetivo del presente trabajo, fue determinar el potencial osteo-
condrogénico de las células madre epiteliales de la MA humana, para lo cual se aislaron las
CEAhs y se establecieron cultivos en monocapa. Posteriormente, se realizo la induccion
hacia los linajes osteo y condrogénico en dos sistemas de cultivo: en monocapa y en
micromasas empleando medio osteogénico y condrogénico, respectivamente. La induccion
fue evaluada mediante técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas. En esta investigacion
fueron procesadas 7 membranas amnidticas obteniendo un rendimiento celular promedio de
41.52 x10° células por amnios y una viabilidad del 80.88%. Al evaluar la cinética de
crecimiento se demostré que es similar a la de otros cultivos celulares, es decir, presentan las
tres fases caracteristicas del crecimiento, una fase de adaptacion relativamente corta, una fase
de crecimiento que inicio a los 4 dias de cultivo y finalmente una fas de saturacion. Asi
mismo, observamos un amplio rango de entre 7 y 14 dias para que los cultivos alcancen la

confluencia. En los cultivos primarios y subcultivos se evidencidé una heterogeneidad de



las células epiteliales caracterizado por células con morfologia poligonal tipo epitelial,
células con morfologia alargada o tipo fibroblasto y células con citoplasma amplio. Al
evaluar la diferenciacién condrogénica y osteogénica en los cultivos en monocapa, se pudo
observar cambios en la morfologia celular, ademéas, en la induccion condrogénica en
monocapa, se produjo la formacion de agregados celulares, en los cuales se evidencio la
presencia de glucosaminoglicanos mediante la coloracién con Azul Alcian, mientras que en
la diferenciacion hacia el linaje osteogénico se pudo observar la presencia de algunos
depdsitos de fosfato de calcio en la matriz extracelular, mediante la coloracion Von Kossa.
En relacion a la evaluacion en los cultivos en micromasas inducidos hacia el linaje
condrogénico se demostr6 la presencia de glucosaminoglicanos carboxilados y
proteoglicanos en la matriz extracelular en el &rea periférica de las micromasas y en la
induccidn osteogénica la presencia de depoésitos de fosfato de calcio en la matriz extracelular
de las micromasas, aunado a esto, se realizaron ensayos inmunohistoquimicos donde se
determind una alta expresion de colageno tipo Il en la induccidn condrogénica y de fosfatasa
alcalina en la induccién osteogénica. Esos resultados en conjunto indican que las células
epiteliales de la membrana amni6tica humana tienen un alto potencial de diferenciacion hacia
el linaje condrogénico y osteogénico, permitiéndonos sugerir ademas que estas células se

pueden considerar como células pluripotenciales.

Palabras claves: Células madre, Células epiteliales, Membrana Amnidtica Humana,

induccion Osteogénica, induccion Condrogénica.
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1. INTRODUCCION

Actualmente las enfermedades artriticas y la osteoporosis son dos de las causas mas comunes
en la degeneracion de huesos y cartilagos, causando gran morbilidad, incapacidad y siendo
motivo de importantes cargas econdémicas que afectan a individuos de todas las edades.
(Becerra, 2006; Danisovic, 2012; Ma, y col, 2018). La regeneracion de estos tejidos dafiados
sigue siendo un significativo desafio clinico para curar o reparar las lesiones y trastornos de
estos. Los tratamientos médicos actuales son efectivos para reducir el dolor pero ineficaces
al revertir el curso temporal de la degeneracion musculoesquelética. Por lo tanto, a pesar de
la variedad de técnicas quirdrgicas, la ingenieria tisular y la medicina regenerativa basada en
células madre se consideran alternativas prometedoras en la reparacion de los mismos

(Becerra, 2006; Somoza, 2014; Tang y Wang, 2015; Ma y col, 2018).

El cartilago es un tejido con un potencial de reparacion limitado debido al bajo potencial
mitotico de los condrocitos y a sus propiedades intrinsecas; falta de inervacion y suministro
vascular. Este es un tejido conectivo especializado avascular de consistencia coloidal,
flexible y desprovisto de vasos sanguineos Yy linfaticos, constituido por condrocitos y una
matriz extracelular (MEC). Este se encuentra rodeado por una capa de tejido conjuntivo
denso, el pericondrio, el cual aporta sustancias nutritivas al tejido permitiéndole su
crecimiento y mantenimiento. (Gartner y Hiatt, 2001; Perera y col, 2012; Ross y Pawlina,

2015).



Mas del 95 % del volumen del cartilago corresponde a la matriz extracelular, un elemento
funcional de este tejido. Los condrocitos son escasos pero indispensables para la produccion
y el mantenimiento de la matriz. La matriz extracelular del cartilago es sélida y firme pero
también un tanto maleable, a lo cual se debe su flexibilidad. Puesto que no existe una red
vascular en el cartilago, la composicion de la matriz extracelular es crucial para la

supervivencia de los condrocitos. (Ross y Pawlina, 2015).

El cartilago es un tejido fundamental para el desarrollo del esqueleto fetal y para el de la
mayoria de los huesos en crecimiento. Segun las caracteristicas de su matriz, se distinguen

tres tipos de cartilago que difieren en cuanto a su aspecto y sus propiedades mecanicas:

e Cartilago hialino: caracterizado por ser el mas abundante del cuerpo humano,
formado en su mayoria por fibrillas de colageno tipo II, glucosaminoglucanos
(GAGsS), proteoglucanos y glucoproteinas multiadhesivas. Podemos encontrarlo en
los extremos articulares de los huesos largos, nariz, laringe, traquea, bronquios y
extremos ventrales de las costillas. Los condrocitos en este tipo de cartilago son
células esféricas, con un nucleo central voluminoso y uno o dos nucléolos (Sanchis,
2009 citado por Sandoval, 2012).

e Cartilago eléastico: este tipo de cartilago estd compuesto por fibras y laminillas
elasticas, material de matriz de cartilago hialino y colégeno tipo Il. Se encuentra
presente en el pabellon auricular, paredes del conducto auditivo externo, trompa de
Eustaquio y epiglotis. Los condrocitos en este tipo de cartilago suelen ser mas
abundantes y de mayor tamafio en comparacion con el cartilago hialino (Sanchis,

2009 citado por Sandoval, 2012).



e Cartilago fibroso (fibrocartilago): esta constituido por abundantes fibras de
colageno tipo | y material de matriz del cartilago hialino, no obstante, no contiene
pericondrio. Se encuentra presente en los discos intervertebrales, sinfisis pubica,
menisco de rodilla, y en la insercion de los tendones con los huesos. La presencia del
fibrocartilago en estos sitios es indicativa de que el tejido debe soportar fuerzas de
compresion y distension ya que actia como amortiguador (Sanchis, 2009 citado por

Sandoval, 2012).

El cartilago hialino no es una sustancia simple, inerte y homogénea, sino un tejido vivo y
complejo. Este provee una superficie de baja friccion, participa en la lubricacion de las
articulaciones sinoviales y distribuye las fuerzas aplicadas al hueso subyacente. La matriz
extracelular del cartilago hialino se encuentra compuesta por una gran proporcién de
macromoléculas estructurales como lo son los GAGs, proteoglicanos como agrecan,
decorina, fibromodulinay perlecan, ademas de fibras de colageno y elastina. (Ross y Pawlina,
2015; Wang y col, 2009). En el cartilago también predominan diferentes tipos de colageno
como lo son el colageno tipo 11, IX, X1l y los colagenos tipo 11, VI, X111 y XVI en menores
proporciones (Dobreva, y col, 2010). La MEC provee al tejido un sostén mecanico y
estructural, ademas de una fuerza tensora, mientras que los componentes de la MEC forman
un sistema dinamico e interactivo que informa a las células sobre los cambios bioquimicos y

mecanicos de su entorno extracelular. (Ross y Pawlina, 2015)

Para el desarrollo del cartilago es necesario la condensacion de las células mesenquimales
condroprogenitoras, conocidas como nodulo condrogénico. Este proceso depende de
diversos factores paracrinos, activacion de factores de transcripcion y de sefializaciones

iniciadas por interacciones célula-célula, célula-matriz extracelular, ademas de interacciones



asociadas con el incremento de la adhesion celular, cambios en el citoesqueleto, entre otros.
En esta primera etapa la matriz extracelular temprana es rica en coldgeno tipo 1, acido
hialurénico y colageno tipo 11 con el exdn 2 que codifica al propéptido propio de coldgenos
no cartilaginosos. También se encuentran presentes moléculas asociadas a la adhesion celular
como N-CAM, regulada por fibronectina, que a su vez es estimulada por la produccién de
TGF-B. (Gonzalez, 2012). Luego, las células que conforman dicho esbozo comienzan a
diferenciarse en condroblastos que secretan matriz cartilaginosa y aumentan su tamario,
posteriormente estos condroblastos se separan entre si por efecto de la abundante MEC vy al
quedar atrapados por dicha matriz se transforman en condrocitos los cuales, son las células
cartilaginosas maduras. A la par de este proceso, el tejido mesenquimatoso que hay justo

alrededor del nédulo condrogénico da origen al pericondrio (Geneser, 2001)

Proliferacion y Proliferacion y Condrogénesis  Invasionvasculary  Osificacion
condensacion de diferenciacion de y diferenciacion  calcificacion de la
CMM condroprogenitoras  terminal matriz del cartilago
Centro de
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Figura 1. Secuencia de etapas de la condrogénesis durante el desarrollo de huesos largos. (A) Esquema de las
etapas vy los factores de crecimiento asociados a cada transicion en la parte superior de la flecha y los factores
de transcripcion activados por debajo de la flecha. (B) Se indican las proteinas de la MEC que se expresan en

las diferentes etapas. (Tomado de Gonzélez, 2012)



Con el inicio de la secrecion de la matriz, el crecimiento del cartilago continGa por una
combinacién de dos procesos: 1.Crecimiento por aposicion, proceso en el cual se forma
cartilago nuevo sobre la superficie de un cartilago preexistente y 2. Crecimiento intersticial,
proceso de formacion de cartilago nuevo en el interior de un cartilago preexistente. (Ross y
Pawlina, 2015). En el crecimiento aposicional las células cartilaginosas nuevas se derivan de
la capa interna del pericondrio circundante. Estas células se asemejan a los fibroblastos en
cuanto a forma y funcion y producen el componente de colageno del pericondrio (coldgeno
tipo 1). Sin embargo, cuando el crecimiento del cartilago se inicia, las células sufren un
proceso de diferenciacion guiado por la expresion del factor de transcripcién SOX-9. Este
factor produce cambios morfol6gicos que determinan la conversion de la célula en un
condroblasto (Bi y col, 1999). Los condroblastos a su vez segregan componentes de matriz
cartilaginosa, incluida la secrecion de coladgeno tipo Il. Entonces, el cartilago crece
generando de manera continua nuevas capas de cartilago (Ross y Pawlina, 2015). El otro tipo
de crecimiento es el intersticial, donde los condrocitos se disponen en pequefios grupos
celulares llamados is6genos, los cuales provienen de otros condrocitos que han sufrido varias
divisiones mitoticas. En esta las células hijas de los condrocitos en division ocupan la misma
laguna, a medida que se secreta una matriz nueva, se forma una division entre ambas células
hijas y dependiendo de la direccion en la cual ocurren estas divisiones se denominan en
grupos axiales donde la mitosis se desarrolla en una sola direccion o coronarios donde ocurre
de forma radial (Cardona y col, 2006). En consecuencia, el crecimiento global del cartilago
es el producto de la secrecion intersticial del nuevo material de matriz por los condrocitos y
de la aposicion de matriz secretada por los condroblastos recién diferenciados. (Ross y

Pawlina, 2015)



Para el desarrollo del tejido Gseo la distincion entre el desarrollo endocondral e
intramembranoso radica en si un modelo de cartilago sirve como el precursor 0seo
(osificacion endocondral), donde las condensaciones de células mesenquimaticas dan lugar
a un patron de cartilago hialino que posteriormente es destruido y sustituido por hueso
formado por nuevas células madre mesenquimales (CMM) que se diferencian en
osteoblastos, y al invadir el espacio dejado por las células cartilaginosas (condrocitos
hipertroficas) mueren por apoptosis dando origen a los huesos planos que incluyen el craneo
y claviculas medias; o si el hueso esta formado por un método mas sencillo, es decir, sin la
intervencion de un cartilago precursor (osificacion intramembranosa) donde las CMM de las
condensaciones mesenquimaticas dan origen al tejido 6seo formando los huesos largos que
comprenden el esqueleto apendicular, huesos faciales y claviculas laterales. (Becerra, 2006;

Ross y Pawlina, 2015)

El tejido 6seo es el Gnico capaz de repararse a si mismo de manera completa por medio de la
reactivacion de procesos que tuvieron lugar durante su embriogénesis (Davies y col, 2000).
Este es una forma especializada de tejido conjuntivo compuesto de células y una matriz
extracelular. La caracteristica que distingue al tejido éseo de otros tejidos conjuntivos es la
mineralizacion de su matriz, la cual produce un tejido muy duro capaz de proporcionar sostén
y proteccion. El principal componente estructural de la matriz dsea es el colageno tipo 1y en
menor medida, el colageno tipo V. En la matriz también se han encontrado vestigios de otros
tipos de colageno, como los tipos I11, X1y XIIl. Todas las moléculas de coldgeno constituyen
alrededor del 90 % del peso total de las proteinas de la matriz 6sea. (Ross y Pawlina 2015).
Ademas, la matriz contiene otras proteinas no colagenas, que conforman la sustancia

fundamental del tejido éseo y constituyen sélo el 10 % del peso total de proteinas de la matriz



Osea. Dichas proteinas son esenciales para el desarrollo, el crecimiento, el remodelado y la
reparacion osea. Tanto el coldgeno como los componentes de la sustancia fundamental se
mineralizan para formar el tejido 6seo. Los cuatro grupos principales de proteinas no
coldgenas que se encuentran en la matriz 6sea son macromoléculas de proteoglucanos,
glucoproteinas multiadhesivas, proteinas dependientes de vitamina K, osteoespecificas y
factores de crecimiento y citosinas (Ross y Pawlina, 2015). Mientras que las células que se
encuentran en la matriz 6sea son las siguientes: 1) Osteocitos son las células 6seas maduras.2)
Células osteoprogenitoras, que son células derivadas de las células madre mesenquimales y
dan origen a los osteoblastos. 3) Osteoblastos, que son células que secretan la matriz
extracelular del hueso; una vez que estas células quedan rodeadas por la matriz secretada,
pasa a llamarse osteocitos. 4) Células de revestimiento 6seo, que permanecen en la superficie
6sea donde no hay crecimiento activo y derivan de aquellos osteoblastos que quedan después
del cese del depdsito 6seo. 5) Osteoclastos, que son células de resorcidn dsea presentes en
las superficies 6seas donde el hueso se esta eliminando o remodelando (reorganizando) o

donde el hueso ha sido dafado. (Oakes, 2004)

El sistema esquelético se encuentra expuesto a un sin fin de patologias, ademas con el
aumento en la actividad de los jovenes y la longevidad de personas mayores, la prevalencia
de trastornos articulares que afectan al cartilago y al hueso esta aumentando (Perera y col,
2012). En vista de estos problemas se hace necesaria la busqueda de nuevas soluciones
donde la terapia con células madre aparece como una opcion para restaurar, mantener o
mejorar la funcién de estos tejidos dafiados mediante la creacion de sustitutos bioldgicos que

incluyan células cultivadas en matrices tridimensionales, o en medios de cultivo



suplementados con factores de crecimiento entre otros (Estrada y col, 2006; Pérez y col 2007,

Ma'y col, 2018).

Las células madre (CM) son aquellas células indiferenciadas, que poseen la capacidad de
dividirse por periodos indefinidos (auto-renovarse) y de originar células hijas que pueden
permanecer en un estado indiferenciado y/o células que pueden comprometerse en
determinadas rutas del desarrollo. Esta capacidad les permite convertirse a través de la
diferenciacion celular en distintos tipos celulares especializados de forma morfologica y
funcional. (Weissman y col, 2001; Kirschstein y Skirboll, 2001; Rippon y Bishop, 2004).
Segun su potencialidad o capacidad de diferenciacion se clasifican en: 1) Totipotentes como
el cigoto, las cuales son capaces de originar a un organismo completo, asi como también al
linaje germinal y a los tejidos que daran lugar a las membranas extraembrionarias. 2)
Pluripotentes presentes en la masa celular interna del blastocisto que son capaces de
diferenciarse en células de las tres capas embrionarias (endodermo, mesodermo y
ectodermo). 3) Multipotentes presentes en los tejidos u 6rganos adultos y se pueden diferenciar
a células de las misma capa embrionaria. 4) Unipotentes como los eritroblastos, los cuales
se pueden diferenciar a células de su mismo linaje. (Weissman y col., 2001; Osbourne y col.,
2007; Bernard, 2014). 5) Células madre pluripotentes inducidas (iPSC del inglés induced
Pluripotent Stem Cells) un tipo de células madre obtenida a partir la reprogramacién nuclear
de células de ratdn (Takahashi y Yamanaka, 2006) y de células humanas adultas (Takahashi
y col, 2007), convirtiéndolas en células madre con caracteristicas pluripotenciales mediante
la expresion de varios genes exdgenos, como lo son Oct4, Sox2, KIf4 y c-Myc. (Sayed y col,

2016)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sayed%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27151349

Las CM también se pueden clasificar de acuerdo a su origen, es decir, la etapa de desarrollo
del organismo de las que son obtenidas, y estas incluyen: las células madre embrionarias
(CME) y las células madres adultas (CMA). Las embrionarias, son células pluripotentes que
pueden ser obtenidas a partir de las primeras etapas de formacién del embridn,
especificamente de la masa celular interna del blastocisto en el estadio de embrion pre-
implantado (Présper y col, 2006). Pueden ser aisladas fécilmente, establecidas y
amplificadas en un corto periodo (Nagy y col, 1990). Mientras que las células madre adultas,
son células multipotentes presentes en la mayoria de los tejidos y 6rganos de los mamiferos;
estas pueden ser obtenidas directamente del paciente y por lo tanto son inmunol6égicamente
compatibles; generalmente son dificiles de mantener en cultivo debido a que solo viven un
namero determinado de pasajes y ademas pueden poseer mutaciones que se manifiesten al

momento de la recoleccién (Toda y col, 2007, Beyer y Da Silva, 2006).

Debido a las limitaciones que presentan ambos tipos celulares, se han buscado fuentes
alternativas de células madre que no acarreen problemas éticos, morales o religiosos, que
provean un material suficiente y numeroso en contraste con el nimero de células madre
obtenidas de otras fuentes y que no produzcan reacciones inmunolégicas. La nueva fuente
que cumple con todos estos requisitos y permite el desarrollo de investigaciones que
conlleven a nuevas terapias celulares y al mejoramiento de las ya existentes, es la placenta
humana (Kaviani y col, 2001; Niknejad y col, 2008; Mihu y col, 2008 Meyer y col, 2011,
Dobreva y col, 2010). Esta es reconocida como una fuente rica de células madre
multipotentes, representando un reservorio de progenitores, células madre mesenquimales y
células madre epiteliales en las cuales se ha demostrado que se diferencian en varios tipos de

linajes, incluidos los linajes: adipogénicos, osteogénicos, miogénicos, hepatogénicos,



ademés de los linajes cardiaco, pancredtico, endotelial, pulmonar y neurogeénico.

(Antoniadou y David, 2015).

La placenta es un 6rgano materno - fetal caracteristico de todos los mamiferos, es redonda u
oval con un didmetro de 15 — 20 cm, un espesor de 2 — 3 cm, pesa alrededor de 500 — 600 g
(Miki y Strom, 2006; Gomez, 2009; Parolini y Soncini, 2011) y es notablemente fuerte y
elastica. Estd formada por dos capas: la placa corionica de origen fetal que estd orientada
hacia la cavidad amnidtica y estd constituida por el amnios y el corion, y la placa basal
formada por la decidua de origen materno (Benirschke y Kaufman, 2000; Miki y col, 2005).
La membrana amni6tica humana (MAH), o amnios, es una membrana delgada avascular que
recubre la placenta por su cara fetal, constituyendo la capa mas interna de la placenta. Esta
formada por un epitelio simple compuesto por células planas, cuboidales y columnares
procedentes del ectodermo extraembrionario; y se encuentra en contacto directo con el
liquido amnidtico. Estas células reposan sobre una membrana basal continua formada
principalmente por laminina y colagenos de tipo 111, IV, VIl y XVII (Insausti y col, 2011). A
su vez, la membrana basal se encuentra adherida a una fina capa de tejido conectivo
subyacente, resto del mesodermo extraembrionario, que se corresponde con la matriz
estromal. El espesor de la matriz estromal puede variar ampliamente entre distintas placentas
e incluso entre distintas zonas de la misma placenta. La matriz estromal se divide en una capa
compacta formada por un tejido compacto y desprovisto de células, y una capa fibroblastica
formada por fibroblastos y células de Hofbauer (figura 2). Esta matriz es avascular, rica en
colageno y mucopolisacaridos y con escasas células. (Burkitt y col., 1996; Insausti y col,

2011).
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Figura 2.- Membrana amni6tica (tomado y modificado de Dobreva y col, 2010).

La creciente evidencia ha demostrado que las células derivadas de la membrana amnidtica
secretan varias proteinas y citoquinas, incluyendo el factor de crecimiento epidérmico (EGF),
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de crecimiento humano y factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), que potencialmente afectan el crecimiento y
proliferacion celular (Diaz-Prado y col, 2011). Ademas, poseen una baja o nula
inmunogenicidad (Bailo y col, 2004) y tienen una serie de propiedades que permiten que su
uso clinico sea exitoso. Esto incluye su efecto antiinflamatorio, antiangiogénico vy
bacteriostatico. Ademas, promueven la reepitelizacién, previenen las cicatrices, y funcionan
como una barrera de evaporacion (Dua y col, 2004; Ganatra, 2003; Gomes Yy col, 2005; Hao

y col, 2000).

La Membrana amnidtica tiene dos tipos de células de diferentes origenes embriol6gicos con

propiedades caracteristicas de células madre; las células epiteliales amnidticas humanas que
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derivan del ectodermo embrionario, y células las mesenquimales del estroma que derivan del

mesodermo embrionario (Diaz-Prado y col, 2011)

Las células epiteliales amnidticas humanas (CEAhs) son células predominantemente
cuboidales, aunque pueden hacerse cilindricas en la zona que recubre al disco placentario y
aplanadas en diversas zonas del amnios. La base o polo externo se encuentra en contacto con
la membrana basal a través de una serie de inter-digitaciones que forman uniones tipo
hemidesmosomas con mudltiples filamentos. EI nucleo normalmente es grande, Unico e
irregular, con uno o dos nucléolos prominentes. El citoplasma es abundante, denso y granular,
con numerosas vacuolas de diferentes tamafios y contenido, ademas, posee un sistema de
canales y canaliculos que parecen comunicar directamente con el espacio extracelular.
Poseen abundantes organelos, que incluyen reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi
(Campos y Gris, 2002; Marenco y Vecchyo, 2006; Muifios, 2010). Las CEAhs recién aisladas
a pesar de tener una morfologia homogénea, expresan un fenotipo heterogéneo, con
diferentes grados de expresion antigénica, pareciendo indicar la existencia de sub-

poblaciones celulares (Whittle y col, 2000; Miki y col, 2005; Navarro, 2013).

Diferentes autores sefialan que las CEAhs poseen un alto potencial de diferenciacion y
expresan marcadores especificos de células madre pluripotentes como: OCT-4, la proteina
Sox - 2 y Nanog, pudiéndose diferenciar de manera “in vitro” hacia células de las tres capas
germinales. (Alviano y col., 2007; De Coppi y col., 2007; Illancheran y col, 2007; Kim y
Blanco, 2007; Miki y col, 2005; Tamagawa y col, 2007; Zheng y col, 2008). Adicionalmente,
expresan varios marcadores de superficie caracteristicos de las células madre embrionarias,

tales como SSEA-4 y SSEA-3, antigenos de rechazo tumoral TRA-1-60 y TRA-1-81 y C-kit
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(Terada y col, 2000; llancheran y col, 2007; Miki y col, 2007; Toda y col, 2007; Diaz-Prado
y col, 2010). Asimismo, expresan marcadores comunes a las células madre mesenquimales como
CD90, CD44, CD105 y CD166 (Wang y col, 2009), lo que sugiere que las células epiteliales
amnioticas pueden compartir propiedades funcionales similares con las células madre
mesenquimales.

De la misma manera, las CEAhs expresan citoqueratinas (CK), una proteina que se expresa
en los filamentos intermedios tipo | y I, rica en queratina y localizada en el citoesqueleto
intra-citoplasmatico de las células epiteliales. (llancheran y col, 2009; Miki y Strom, 2006).
Segun ciertos autores, la mayoria de las CEAhs expresan vimentina, una proteina de los
filamentos intermedios tipo Ill, usualmente presente en las células estromales y en los
precursores neuronales (Sakuragawa y col, 1996; Parolini y Soncini, 2006; llancheran y col,
2007; Parolini y col, 2010). Ademas, las CEAhs expresan bajos niveles de antigenos de
superficie clase | del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y no expresan antigenos
del MHC de clase 11, sugiriendo que las CEAhs al igual que las células madre embrionarias
estan inmunoldgicamente privilegiadas, por lo que la hace una fuente apropiada para la

medicina regenerativa. (Wolbank y col, 2007)

En los tltimos afios, se ha reportado que la proliferacion celular es estimulada de manera “in
vitro” por diversos factores y componentes solubles, los cuales pueden ser suministrados en
el medio de cultivo (en el caso “in vitro”) 0 encontrarse en el microambiente donde son
trasplantadas (en el caso “in vivo ) (Zamudio, 2008). Este microambiente o nicho celular es
el entorno que rodea a las células y es el que permite mantener la homeostasis del tejido,

conservar un equilibrio de quiescencia y la actividad celular, y estd conformado por
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componentes de matriz extracelular con factores que nutren a las células madre (Moore y col,

2006).

Estos factores son principalmente producidos de manera natural y son secretados por las
células a su microambiente inmediato o al torrente sanguineo, teniendo efecto estimulador o
inhibidor, actuando sobre receptores de células dianas por tres diferentes vias:

1) Endocrina: donde las células secretoras liberan factores a la sangre, alcanzando a distancia
células dianas; 2) Paracrina: donde una célula produce una molécula sefial la cual difunde
hasta una célula diana vecina o adyacente y 3) Autocrina: donde ocurre unién de una célula
y una molécula sefial que es producida por ella misma (Lodish y col, 2005). En cultivos “in
vivo” ocurren las tres vias en contraste, a las condiciones “in vitro” en las que solo ocurren
las dos ultimas vias.

De la misma manera, se ha sefialado que los factores solubles en conjunto con la interaccion
célula — célula, sea homdloga o heterdloga, la interaccion célula — matriz extracelular, la
polaridad y forma de la célula, y la tensidn de oxigeno, son los responsables de la regulacion
del proceso de diferenciacion celular “in vitro” (Freshney, 2010). Estos factores solubles los

podemos encontrar de dos formas los fisioldgicos y los no fisiologicos (Tabla 1)

Tabla 1. Clasificacion de los factores solubles. Tomado y modificado de Freshney, 2010.

Factores Fisioldgicos Factores No Fisiolégicos
Esteroides: Hidrocortisona y retinoides Compuestos plano — polares: DMSO
Hormonas peptidicas: Melanotropina, Drogas citotoxicas; Genisteina,
Tirotroina e Insulina Mitomicina C, entre otras.
Citoquinas: Interferones. TGF, entre otros
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Vitaminas: E,K,D3 entre otras Modificadores de la sefial de transduccion

Minerales: Calcio

TGF: Factor de crecimiento transformante.

Hoy en dia, se continua investigando la accion de ciertos factores solubles y vias de
sefializacion en el control del proceso de diferenciacién celular (Murdoch y col, 2007; Zhang
y col, 2011 Wang y col, 2018). Esto se realiza mediante la suplementacion de medios de
induccion, un ejemplo de esto son los medios inductores condrogénicos, los cuales contienen
dexametasona, &cido ascorbico e insulina (Pittenger y col, 1999, Muraglia y col, 2003), y
los medios de induccion osteogénico, que contienen dexametasona, acido ascorbico y B-
Glicerolfosfato (Wang y col, 2014). Con relacion a los factores solubles utilizados en esta
investigacion, la dexametasona es un potente glucocorticoide sintético con acciones que se
asemejan a las de las hormonas esteroides, el mismo mejora la condrogénesis, semeja los
efectos estimulantes de TGF- B (Mahmoudifar y Doran, 2012). Ademas, en condiciones
fisioldgicas puede inducir la diferenciacion hacia un fenotipo osteobléastico, aumentar la
actividad de la fosfatasa alcalina (FA) y promover la mineralizacion de la matriz celular

(Cheng y col, 1994)

Otros factores importantes para la diferenciacion celular hacia los linajes osteogénico y
condrogénico son el acido ascérbico el cual es un cofactor que induce un aumento en la
actividad de la fosfatasa alcalina, la expresion del acido ribonucleico ARN de la osteocalcina
y estimula la secrecion de componentes de la matriz extracelular como lo son colageno y los
glucosaminoglicanos (Franceschi y col, 1994), la insulina la cual mejora la acumulacion de
matriz de cartilago, promueve la expresion de proteoglicanos y colageno tipo Il en
combinacion con TGF-B1 o TGF-B2 (Mahmoudifar y Doran, 2012), también favorece la
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sintesis de matriz 6sea y su mineralizacion (Rodriguez, 2010 citado por Meyer, 2012) y su
efecto puede ser potenciado por el factor de crecimiento epidermal (EGF) (Borisov y col,
2009) y el B-Glicerolfosfato el cual es un fosfato organico que al encontrarse en

concentraciones de 10°® M promueve la mineralizacion de la MEC (Choi y col, 2008).

En los medios de diferenciacion celular también se agrega SFB proporcionandole a las
células aminoacidos, lipidos, factores de crecimiento, vitaminas, hormonas e inhibidores de
proteasas potenciando asi la accidn de unos factores epigenéticos sobre otros (Bianco y col,
2001; Sandoval 2012). Ademas, se afiaden factores de crecimiento como por ejemplo la
proteina morfogenetica 6sea (BMP) la cual regula la proliferacion y maduracién de los
condrocitos; la expresion de N-cadherina para promover interacciones célula-célula; mejora
la acumulacion de proteoglicanos y colageno tipo Il; promueve la expresion SOX9; y
potencia los efectos estimuladores del TGF-B. El TGF-B; regula la expresion de la
fibronectina durante la condensacion celular; induce la expresion SOX9; estimula la
expresion de proteoglicanos, colageno tipo Il, N-cadherina, NCAM, colageno tipo XI,
fibronectina, tenascina y decorina (Mahmoudifar y Doran, 2012). El factor de crecimiento
epidermal (EGF) es un péptido que promueve el crecimiento, la proliferacién, la
diferenciacion y la supervivencia celular a través del ligando con su receptor (EGFR)

presente en la superficie celular (Caussa y Vila, 2014).

Hoy en dia, el mantenimiento de los fenotipos celulares diferenciados “in vitro” continda
siendo un desafio para los investigadores, principalmente en los tejidos evaluados en esta
investigacion. Varios estudios realizados con células en cultivo de pollos, conejos, bovinos,
porcinos y humanos han sugerido que el fenotipo esta determinado por la forma de la célula

y las condiciones de cultivo (Aulthouse y col, 1989). Estas condiciones de cultivo influyen
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sobre todo en el caso de los condrocitos humanos y de conejo ya que al ser sembrados en
monocapa luego de varios pasajes las células suelen perder su morfologia caracteristica
comenzando a secretar colageno tipo | y Il y fibronectina, es decir, sufren una
desdiferenciacion celular (Aulthouse y col, 1989; Méarquez, 2009; Sandoval, 2012). Por lo
tanto, la eleccion de un sistema de cultivo es importante y depende de las caracteristicas de
las células, su biologia y la capacidad para adherirse o no, a sustratos. Para las células anclaje
— independientes se requieren cultivos en suspension para mantenerlas “in vitro”, debido a
que éstas células no expresan moléculas de adhesion, mientras que para las células anclaje —
dependientes, es decir, aquellas que pueden adherirse a un sustrato, se utiliza por lo general
cultivos en monocapa, los cuales consisten en sembrar sobre una superficie preferiblemente
de pléstico previamente tratada para facilitar el proceso de adhesion celular. Por otro lado, se
encuentran los sistemas tridimensionales. Estos constituyen un elemento fundamental en la
ingenieria tisular y la medicina regenerativa, ya que permiten simular las condiciones in vivo
en que se encuentran las células. Este tipo de cultivo puede separarse en un conjunto de
sustratos como matrices de colageno tipo |, artificiales y los agregados celulares o

micromasas. (Freshney, 2010).

Adicionalmente, proporcionan a las células el apoyo necesario para su proliferacion y
mantenimiento de sus funciones diferenciadas, permitiendo conservar la arquitectura del
tejido (Kim y Blanco, 2007). Ademas, estos cultivos simulan las condiciones “in vivo” en
que se encuentran las células e induce la liberacion de factores de crecimiento y
diferenciacion (Lin y Chang, 2008) permitiendo crear la condiciones biologicamente

favorables para la interaccion célula-célula (Mauck y Tuan, 2009).
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Debido a los pocos avances en el mantenimiento del fenotipo de los condrocitos y osteocitos
humanos, a su limitada disponibilidad y al pequefio tamafio de muestras obtenida de los
pacientes, en conjunto con los pocos estudios realizados en nuestro pais relacionados a este
tema y los antecedentes descritos en nuestro laboratorio sobre las células madre derivadas de
la membrana amni6tica humana, se planted utilizar dos tipos de sistemas de cultivo como lo
son monocapa Yy agregados celulares o micromasas, para evaluar la diferenciaciéon osteo-
condrogénica de las CEAhs, estos ultimos en conjunto con medios inductores especificos
para cada linaje, los cuales proporcionan un entorno similar al que se encuentran las células
en condensacion del pre-cartilago durante el desarrollo embrionario (Johnstone y col, 1998;
Zhang y col, 2010) y se pueden emplear como alternativa en la medicina regenerativa del

cartilago y hueso.
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2. ANTECEDENTES

El término “célula madre” fue introducido en la literatura cientifica en el afio 1868 por Ernst
Haeckel, un bidlogo aleman que utilizo la palabra alemana “Stammzelle” para describir el
organismo unicelular ancestral a partir del cual se originaban todos los organismos
multicelulares, asi como para definir al huevo fertilizado que daba origen a todas las células
del organismo. En esa misma época con motivo de las investigaciones sobre el desarrollo y
regeneracion del sistema hematopoyético, el término célula madre fue propuesto por aquellos
que defendian la hipétesis de un modelo unitario de hematopoyesis, para definir la existencia

de un precursor comun para todas las células de la sangre. (Ramalho, 2007; Garcia, 2012).

Posteriormente, a principios de 1910, Davis utilizé por primera vez la membrana amniotica
como andamio bioldgico para el tratamiento defectos de la piel, ganando popularidad como
aposito bioldgico y/o andamio para la regeneracién de tejidos (citado en Riboh 2016). Poco
después, se aplico la membrana amniética en el tratamiento de lesiones por quemaduras
empleando injertos de amnios, proporcionando asi una cobertura permanente (Sabella, 1913).
Y es hasta el afio de 1955 cuando se logra establecer exitosamente por primera vez el cultivo
de células proveniente del tejido amnidtico humano, lo que permitié que mas adelante en
1983, un grupo de investigadores conformados por Okita y colaboradores, establecieran y
caracterizaran cultivos primarios, asi como lineas celulares derivadas de la membrana
amnidtica humana, las cuales fueron obtenidas por disgregacion enzimatica con tripsina al

0,25%.
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Consecuentemente, Dell"aquila y Gaffney en 1982, evidenciaron el crecimiento de cultivos
primarios del amnios humano en medio basal rico en nutrientes (de Dulbecco medio Eagle
modificado (DMEM) y Ham's F-12 mezclados en una misma proporcion), suplementado con
insulina, factor de crecimiento epidermal (EGF) y proteinas séricas accesorias tales como
transferrina y triyodotironina aunque libres de suero. Sus resultados sefialaron que en medio
DMEM: F12 el nimero de células no incremento y las células se separaron de las placas de

cultivo en comparacién con los ensayos realizados con medio suplementado.

Para la época de los 90, Casey y colaboradores aislaron y establecieron el cultivo primario
de las células presentes en la membrana amnio6tica humana con el fin de evaluar la sintesis
de los colagenos intersticiales producidos por ambos tipos celulares, demostrando que la
sintesis de colagenos intersticiales era una funcion de las células mesenquimales, sugiriendo
asi, que la produccion de colageno es una propiedad intrinseca y no exclusiva de estas células
mas que de las células epiteliales (citado en Miki y col, 2005). Para el afio 2000, Whitte y
colaboradores estandarizaron una técnica para el aislamiento y cultivo de las células
epiteliales por medio de digestién enzimatica empleando tripsina al 0,25%; obteniendo
células con forma poligonales y formadoras de colonias en la placa de cultivo. Asi mismo,
varios investigadores han sefialado aislamientos exitosos de las células epiteliales de la
membrana amnidtica humana obteniendo més de 100 millones de células por amnios (MiKki

y col, 2005; llancheran y col, 2007; Gottipamula y col, 2017; Centurione y col, 2018).

Miki y colaboradores en el 2005, examinaron las caracteristicas que poseian las células
epiteliales del amnios como células madre, planteando que el tejido placentario que

normalmente se descarta puede ser una fuente util de células para trasplante y medicina
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regenerativa, Asimismo, sus estudios demostraron que el amnios contiene células con una
plasticidad y un potencial de diferenciacién significativos y que debido a esto se pueden
desarrollar métodos para una diferenciacion eficiente a otros tipos celulares especificos.
Posteriormente, llancheran y colaboradores en 2007 demostraron que las células epiteliales
amniodticas no forman teratomas o teratocarcinomas cuando son transplantados en los
testiculos de ratones inmunodeficientes. Ademas, utilizando citometria de flujo se ha
encontrado que estas células poseen una baja expresion de los antigenos leucocitarios
humanos (HLA) clase IA 'y IIA y como consecuencia una baja inmunogenicidad, por lo tanto,

presentan un menor riesgo de rechazo en el transplante (Niknejad y col, 2008).

Como se menciond anteriormente, varios estudios han demostrado la capacidad de
diferenciacion “in vitro” de las células epiteliales de la membrana amni6tica humana hacia
distintos tipos celulares de las tres capas germinales: ectodermo, endodermo y mesodermo
(Miki y col, 2005). Los medios de cultivo empleados para tales diferenciaciones han sido
variados, aunque en su mayoria han copiado su composicion y dosis de los factores
inductores empleados en la diferenciacion de las células madre embrionarias humanas

(Garcia y col, 2012) (ver tabla 2)

Para el afio 2010, Diaz-Prado y colaboradores evaluaron la capacidad de diferenciacién “in
vitro” de las células madre provenientes de la membrana amniética humana. En este estudio
usaron condrocitos, células madre mesenquimales y células epiteliales derivadas del amnios
sobre la membrana amnidtica humana, obteniendo la sintesis de un tejido de reparacion
fibrocartilaginoso. Igualmente sus estudios revelaron que tanto las células mesenquimales

como las epiteliales tienen igual capacidad de diferenciarse hacia el tejido 6seo, mientras que
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las células mesenquimales del estroma amnidtico mostraron mayor capacidad de

diferenciacion condrogénica y adipogeénica.

Tabla 2. Medios de cultivo para la diferenciacién “in vitro” de las CEAhs. (Garcia y col, 2012 modificado

por Pérez, 2018)

Capa Germinal

Ectodermo

Endodermo

Endodermo

Mesodermo

Mesodermo

Mesodermo

Mesodermo

Diferenciacion

Neurogénica

Hepética

Pancreatica

Cardiomiocitica

Miogénica

Osteogénica

Adipogénica

Autores

llancheran y col, 2007
Niknejad y col, 2008
Miki y col, 2005
Marquez y Nieves, 2016

Miki y col, 2005
Takashima y col, 2004
Sakuragawa y col, 2000
llancheran y col, 2007

Miki y col 2005
llancheran y col, 2007
Wei y col, 2003

Miki y col, 2005
llancheran y col, 2007

Portmann-Lanz y col, 2006
Bilic y col, 2008; Gottipamula
y Sridnar, 2018.

Portmann-Lanz y col, 2006
Bilic y col, 2008

llancheran y col, 2007
Parolini, 2008 Gottipamula y
Sridnar,2018

Portmann-Lanz y col, 2006
llancheran y col, 2007

Medios inductores

DMEM, 10% SFB, 55uM 2-
mercaptoetanol, 1mM piruvato de
sodio, 5x10-5 M acido all-trans
retinoico, 10ng/ml FGF-4

DMEM, 10% SFB, 20 ng/ml
HGF, 10ng/ml FGF-2, 10 ng/ml
de oncostastina M, 100nM
dexametasona, 10 U/ml de
heparina sddica.

DMEM-Hams F-12, N2, 100mM
nicotinamida.

DMEM, 10%SFB, 55uM 2-
mercaptoetanol, ImMpiruvato de
sodio, 1mM é&cido ascérbico 2 —
fosfato.

DMEM-Hams F-12,

5 ng/ml recombinante humano
PDGF-AB,

5 ng/ml TGF-B1, 30 umol/L L-
acido ascorbico y 10% SFB.

DMEM alta glucosa 0 DMEM-
Hams F-12, 10%SFB, 10 uM
dexametasona, 10nM 1-a-25-
dehidroxivitamina D3, 50 pg/ml
4cido ascorbico, 10 mM
a-glicerolfosfato.

DMEM-Hams F-12, 10%SFB,
0,5 mM isobutilmetilxantina, 1
UM dexametasona, 10 uM

insulina, 200 M indometacin.
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Portmann-Lanz y col, 2006

Miki y col., 2005; Centurioney = DMEM alta glucosa, 1% SFB,

col., 2018; 6.25 pg/ml insulina, 10 ng/ml
Mesodermo Condrogénico Lange-Consiglio y col, 2011, TGF-al. 50ng/ml 4cido ascorbico

Gottipamula y Sridnar, 2018.

Recientemente, Topoluk y col, (2017) compararon la capacidad de diferenciacion hacia
linajes osteogénico y condrogénico de las células mesenquimales derivadas del tejido
adiposo humano (CMDANh) y las células del amnios humano. Estos autores encontraron que
tanto las células epiteliales, como las células mesenquimales amni6ticas humanas, exhibieron
una alta proporcion de marcadores de superficie de células mesenquimales del estroma
(CD90, CD105, CD73), ademas, las CEAh y CMEAh demostraron una expresion génica
significativamente mayor de osteocalcina, agrecano y colageno tipo 2 en comparacion con
CMDANh. De igual forma, tanto las CEAh como las CMEAh produjeron cantidades
significativamente mayores de matriz mineralizada y cartilaginosa en comparacion con las
CMDANh, cuando se cultivaron en condiciones de diferenciacion osteogénicas vy
condrogénicas idénticas. Demostrando que las células derivadas de amnios muestran un
mayor potencial de diferenciacion hacia el hueso y el cartilago al ser comparadas con las

celulas estromales mesenquimales del tejido adiposo.

En 2018, Gottipamula y Sridnar evaluaron el aislamiento, la ampliacion y la caracterizacion
de las células epiteliales amnioticas. Este aislamiento y expansion de las CEAhs se realizo
por medio de pases secuenciales, con estudios de cinética de crecimiento, caracterizando las
células con el anticuerpo monoclonal contra pancitoqueratina por ensayos

inmunocitoquimicos, observandose que mantienen sus caracteristicas después del segundo
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pasaje. Estos autores, ademas determinaron que éstas se pudieron diferenciar hacia los

linajes osteogénico, condrogenico, adipogénico y miogénico.

Cabe mencionar que el interés por estas células no solo se remite a su aislamiento y
caracterizacion a partir de tejidos humanos, ya que a mediados del afio 2012 comenzaron a
reportarse estudios con células de la membrana amnidtica en diferentes modelos animales los
cuales han dado resultados prometedores. Uno de estos fue el trabajo de Lange-Consiglio y
col, (2011) quienes aislaron, por primera vez células epiteliales y mesenquimales de la
membrana amniotica del caballo, definiendo las propiedades bioldgicas de estas células. Por
otro lado, Mattioli y colaboradores, en el mismo afio, caracterizaron las células epiteliales de
la membrana amniética de oveja evaluando la potencialidad hacia el linaje osteogénico.
Posteriormente, Rutigliano y col, (2013) aislaron y caracterizaron las células madre de la
porcion epitelial del amnios en felinos; Ghosh y col, (2016) y Borghesi y col, (2017)
estandarizaron meétodos de aislamiento en células mesenquimales provenientes de la

membrana amniética de bufalo y conejo respectivamente.

Hoy en dia los investigadores han centrado su mayor esfuerzo en identificar cuales son los
factores solubles de diferenciacion, que imitan estas sefiales, por lo que han dejado a un lado
la importancia de los factores insolubles en la diferenciacién celular “in vitro”, como la
adhesion celular, la forma celular, las fuerzas mecéanicas, la rigidez del sustrato en la
diferenciacion de células madre y la densidad celular (Engler y col, 2006; Ruiz y Chen,
2008). Gao y col, en (2010) sefialan que durante la morfogénesis, las células experimentan
cambios en la forma al diferenciarse en distintos linajes; por ejemplo, las células osteogénicas

inicialmente adquieren una morfologia poligonal, un mayor tamafio y la formacién de

24



nodulos al momento en que se comienza a calcificar la matriz, mientras que las células

condrogénicas y adipogeénicas al inicio de su diferenciacion, se redondean.

Es importante resaltar que la diferenciacion hacia estos linajes se suele producir si las células
se mantienen a densidades apropiadas. McBeath y col, en (2004) revelaron que las diferencias
en las densidades celulares confieren diferencias en la forma celular y que esta forma actua
como una sefial en el proceso de compromiso celular. Watt y col, en (1988) y Méarquez y col,
en (2012) determinaron que cuando los condrocitos son cultivados en monocapa hay un
cambio en la expresion de los componentes de la matriz extracelular y se comienza a expresar
colageno tipo I, como resultado de este proceso (desdiferenciacion celular) aparece un

fenotipo tipo fibroblastico.

Jahn y colaboradores en (2010) sefialan que esta dificultad de diferenciacion de los
condrocitos y osteoblastos puede solucionarse por medio de cultivos en 3D, ya que en este
tipo de cultivo se simula las condiciones “in vivo” 0 ambiente hipdxico en que se encontraban
las células y estimula las interacciones célula-célula. Este tipo de cultivo incluye un conjunto
de sustratos como matrices de colageno tipo I, cultivos de pellets o agregados celulares,
agarosa, alginato y alginato de fibrina. (Johnstone y col, 1998; Buschmann y col, 1992;

Freshney, 2010; Ho y col, 2008).

Watts y col, en (2013) sefialan que el cultivo de pellets o agregados celulares es un sistema
de cultivo estable, libre de biomateriales, el cual es usado generalmente para los estudios de
rediferenciacion de condrocitos, asi como para los estudios de diferenciacion de células
madre mesenquimales “in vitro”. Cabe destacar que existen muy pocas investigaciones
desarrolladas con la utilizacion de este sistema de cultivo para las inducciones de las células
madre epiteliales de la membrana amniotica humana, y que la mayoria de estos estudios han
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sido realizados con células mesenquimales provenientes de la medula 6sea (Muraglia y col,
2003; Whitaik y col, 2011; Watts y col 2013), tejido adiposo (Rodriguez, 2005; de la
membrana amnidtica (Nogami y col, 2012; Ullah y col, 2010; Gholizadeh y col, 2106;
Muifios-Lopez, 2107),asi como también de células madre adultas (Kafienah y col, 2007),
células madre de liquido amniético humano (Zuliani y col, 2018) obteniendo la expresion de

componentes de MEC propia de cartilago y hueso y mineralizacion de matriz.

En Venezuela el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto de
Biologia Experimental (IBE) de la Facultad de Ciencias de la UCV ha contribuido en los
avances a nivel experimental en la campo de la ingenieria de tejidos, ya que se han
estandarizados protocolos de diferenciacion de las células madre de diferentes procedencias,
entre las cuales podemos mencionar la membrana amnidtica humana, hacia los linajes
condrogeénicos y osteogénicos mediante diferentes medios inductores y a través diferentes
estrategias de cultivo. Araos en (2009) establecié cultivo en monocapa y en sistema de
micromasas de células madre mesenquimales del cordén umbilical humano, evaluando la
diferenciacion a tejidos condrogénico y osteogénico, ese mismo afio Marquez aislo
condrocitos del cartilago nasal humano obtenidos de cirugias estéticas y evalu6 las
caracteristicas morfoldgicas de estas células en monocapa y en una matriz de colageno tipo
I. Sandoval (2012) realiz6 una diferenciacién condrogénica de las células madre
mesenqguimales derivadas del tejido adiposo en co-cultivos con cartilago de ratén. Meyer
(2012) evaluo la diferenciacion de las células mesenguimales de la membrana amniética de
raton hacia un linaje osteogénico y condrogénico. Navarro, (2013) evalué la viabilidad y
funcionalidad de las células epiteliales amnioticas humanas y compar6 la poblacion en base

a sus caracteristicas morfoldgicas, propiedades de adhesion y expresion de algunos
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marcadores caracteristicos. Lopez (2014) establecio cultivos de células mesenquimales del
estroma de la membrana amnio6tica por medio de cultivos en monocapa y sistema de
micromasas, evaluando el potencial de diferenciacion osteo-condrogénico. Por ultimo,
Nieves (2018) Evalué el potencial condrogenico de las células epiteliales de la membrana
amniotica usando dos sistemas de cultivo, en monocapa y sobre el estroma de la MAH. En
estas investigaciones se han obtenido resultados prometedores a partir de las inducciones de
las células madre de distintos origenes; entre estos las provenientes de la membrana
amniotica hacia los distintos linajes, sin embargo, el conocimiento sobre la diferenciacion y
plasticidad de las células epiteliales de la membrana amnidtica es muy escaso, es por ello
que en este trabajo se plantea la induccion de las células epiteliales de la membrana amniética
humana hacia el linaje osteo-condrogénico en los sistemas en monocapa y micromasas,

utilizando medios inductores osteogénico y condrogénico respectivamente.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo General
e Determinar el potencial osteo-condrogénico de las células madre epiteliales de la

membrana amniética humana.

3.2. Objetivos Especificos.

o Aislar las células epiteliales de la membrana amni6tica humana.

e Establecer cultivos en monocapa a partir de las células epiteliales de la membrana
amni6tica humana.

e Caracterizar morfolégicamente e inmunohistoquimicamente las células epiteliales de
la membrana amnidtica humana.

e Inducir las células epiteliales de la membrana amnidtica humana hacia un linaje
osteogénico y condrogénico en un sistema en monocapa Yy en un sistema en
micromasas.

e Evaluar la induccion de las células epiteliales de la membrana amniotica humana.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material Biologico

Para el establecimiento del cultivo de las células epiteliales de la membrana amniética
humana, fueron utilizadas placentas humanas (n=7), las cuales presentaban entre 38 y 40
semanas de gestacion. Estas fueron obtenidas a partir de cesarias programadas y
suministradas por el Instituto Médico “Dr. Jiménez Rojas” con la colaboracion del Dr. Pedro
Hurtado; bajo el consentimiento informado de las pacientes. Ademas, se contd con la
aprobacion del comité de Bioética de la Facultad de Ciencias de la Universidad Central de

Venezuela.

Figura 3. Placenta humana.

Luego de la intervencion quirargica las placentas fueron recolectadas en un envase de
plastico estéril, colocadas dentro de un contenedor de hielo a una temperatura aproximada de
4°C y transportadas al laboratorio de Cultivo de Tejidos y Biologia de Tumores del Instituto

de Biologia Experimental (IBE).
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Los criterios de seleccion y exclusion previos a la intervencion quirdrgica que cumplieron

las madres seleccionadas fueron los siguientes:

Criterios de Seleccién

Madre sana, mayor de edad, en pleno uso de sus facultades mentales.

Embarazo sano y controlado por un periodo no menor a seis meses.

Feto sano, sin patologias placentarias.

Parto por cesaria programada sin ruptura de la bolsa.

Madre y feto libres de infecciones transmisibles.

Consentimiento materno, médico y de un testigo.

Serologia del primer trimestre del embarazo negativas (Virus de Inmunodeficiencia
adquirida —\VHI, Hepatitis B-HBV, Hepatitis C-HCV vy Sifilis.

Placenta sin restos de meconio.

Criterios de exclusion

Infeccién materna crénica o aguda.
Infeccion fetal cronica o aguda.

Cesarias de emergencia.

4.2 Establecimiento del cultivo primario de células epiteliales de la membrana
amnidtica humana

4.2.1. Aislamiento de la membrana amnidtica humana

Este procedimiento se realizo segin la metodologia empleada por Navarro (2013) con

algunas modificaciones, de la manera siguiente:
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En la campana de flujo laminar horizontal, se procedio a separar el amnios del corion de
manera manual, para lo cual se realizd un corte a nivel del cordon umbilical. Una vez
separada la membrana amnidtica, fue transferida a envases de vidrio estériles donde fue
lavada tres veces con agitacion manual en una solucion tampdn fosfato (PBS) libre de calcio
y magnesio, con una mezcla de antibidtico- antimicotico al 2% (100 pg/ml de estreptomicina,
100 unidades/ml penicilina y 2,5 pg/ml anfotericina B). Luego del tercer lavado, la
membrana se extendié en una gasa estéril para eliminar los restos de sangre coagulada y
posteriormente, ésta se transfirio a los envases de vidrio, donde se realizaron 3 lavados mas.
Durante este procedimiento, se realizaron pruebas de esterilidad de caldo nutritivo y
tioglicolato al ler, 5to y 6to lavado con la finalidad de descartar la presencia de

contaminacion durante la manipulacion y procesamiento de la membrana amniética.

Posteriormente los fragmentos de membrana fueron transferidos a una placa de Petri estéril
donde se cortaron en secciones de aproximadamente 4X4 cm. Estas secciones fueron
incubadas en una solucion de Dispasa Il 1,2 U/mL en base medio Ham-F12 (GIBCO) con
2% de antibidtico-antimicdtico (estreptomicina, penicilina y anfotericina B) a 4°C durante

un periodo de 13-18 horas.

Figura 4. Aislamiento de la membrana amni6tica humana
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4.2.2. Denudacién de la membrana amnidtica humana

Después del periodo de incubacién en Dispasa las secciones de membrana amniética se
colocaron en una placa de Petri estéril y se extendieron dejando expuesta la capa epitelial.
Posteriormente, se procedio a denudar la membrana utilizando un rastrillo con el fin de
desprender esta capa epitelial, las células aisladas fueron recolectadas en PBS y centrifugadas

a 2446,669 a 4°C por 10 minutos, dos veces.

El taco celular obtenido fue resuspendido en PBS, filtrado a través de una gasa estéril, y

centrifugado en las condiciones antes mencionadas.

Posteriormente el taco celular obtenido, se resuspendioé en medio nutritivo, el cual consistié
en una mezcla de medio de cultivo Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) y medio Ham-
F12 en proporcion 3:1 y suplementado con 15% de Suero Fetal de Bovino (SFB), 1% de
Antibiéticos — Antimicoticos (100 pg/ml de estreptomicina, 100 unidades/ml penicilinay 2,5
pg/ml anfotericina B), 2 mM de L-Glutamina y 1 mM de Piruvato de Sodio, como fuente

extra de energia.

Por altimo, se realiz6 el contaje y viabilidad celular con el método de azul de tripano en la
camara de Neubauer. Para esto se tomo una muestra de 20ul de la suspensién celular en un
y se mezclo con un volumen equivalente de 20ul de azul de tripano a temperatura ambiente,
seguidamente se tomd una muestra de 10 a 15ul de la mezcla y se colocé en la cdmara de

Neubauer.
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La determinacién de la viabilidad se realizé con la misma preparacion utilizada para el
recuento celular, contando las células vivas y las células muertas, calculando la proporcion

del total representado por las células vivas segun la siguiente formula:
Viabilidad= [n° células vivas/ (n° células vivas + n° células muertas)] x 100

Una vez estimado el numero y la viabilidad de células obtenidas, se continué con la siembra
de células a densidades entre 1.5x108-5x10° células en placas o frascos de cultivo estériles

preparados previamente con una capa de Gelatina a 1%.

Cabe destacar que los cultivos celulares fueron mantenidos en una incubadora a 37 °C, en
atmdsfera himeda al 5 % de CO». A estos se le realizaron cambios de medio periodicos hasta

que los cultivos alcanzaron entre el 80 — 90% de confluencia en la superficie del cultivo.
4.3. Establecimiento de subcultivos

Una vez alcanzada la confluencia, las células adheridas de los cultivos primarios obtenidos,
fueron sometidos a un proceso de tripsinizacion, el cual se basa en someter a las células a la
accion de una mezcla enzimatica de tripsina 0,125% Gibco-EDTA 0,02% en una proporcion
1:1, durante 5 minutos a 37°C en atmoésfera himeda al 5% de CO2; Luego de lo cual se
inactivo la accion de la enzima con medio DMEM-F12 que contenia 10% SFB y se
centrifugo6 a 724,5g por 10 min. El taco celular obtenido fue resuspendido en medio nutritivo
suplementado, y se realizo la siembra de las células a densidades de 1x10° en placas de
cultivo 3x4 para los ensayos de diferenciacion celular en cultivos en monocapa, y densidades
de 7x10°células en tubos de centrifuga para los ensayos de diferenciacion en cultivos en

micromasas.
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4.4. Ensayos de proliferacion celular mediante curva de crecimiento

Para evaluar el comportamiento del cultivo celular, las células epiteliales del primer pasaje
fueron sembradas a bajas densidades, 20.000 células/pozo en placas de 6x4 pozos,
permitiéndonos tener muestras con un n=6 por cada punto. Posteriormente se realizé el
contaje celular en los dias 4, 8, 14 y 17. A partir de estos datos, se realizd una curva de
crecimiento celular expresada por el logaritmo del nimero de células vivas en funcion del

tiempo.

El crecimiento de la poblacion también se evalué microscopicamente mediante el uso de un
microscopio invertido de contraste fases Olympus IX50, el cual se encuentra acoplado a una
computadora con la que se tomaron los registros fotograficos digitales usando el programa

TV TURNER.

4.5. Caracterizacion morfoldgica de las células epiteliales de la membrana amniética

humana

Los estudios de caracterizacion morfoldgica de las células epiteliales de la membrana
amnidtica se realizaron por medio de registros fotograficos digitales tomados con un
microscopio invertido de contraste de fases Olympus 1X50 acoplado a una computadora, una
coloracion de rutina May- Griinwald-Giemsa, e inmunocitoquimica contra Pancitoqueratina

(PAN-CK) de Santa Barbara Biotechnology.

4.5.1 Tincion May- Griunwald-Giemsa.

La Coloracion May Griinwald-Giemsa es una técnica que consiste en una combinacion de
dos coloraciones sucesivas, la de May Grinwald en base a eosina y posteriormente la de

Giemsa en base a azul de metileno, ambos colorantes neutros. Es muy sensible al pH, de
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manera que estructuras celulares con caracter basico fijan los colorantes acidos (eosina),
mientras que las que poseen carécter acido fijan los colorantes bésicos (azul de metileno),
por lo cual tifie diferencialmente el citoplasma y el ndcleo celular (Urbaneja y col, 1975;

Garcia y col, 2006). EIl procedimiento utilizado fue el siguiente:

Las células epiteliales fueron fijadas con metanol 100% por 5 min, posteriormente se agregé
el colorante May Grunwald y se dejé actuar por 5 min, se lavd el exceso y se agregé el
colorante Giemsa, el cual se encontraba previamente filtrado y diluido en la proporcién 1:18
en agua destilada, durante 20 min. Posteriormente se deshidratd la muestra en una bateria
de: acetona, acetona - Xilol (2:1), acetona - Xilol (1:2) y se dejé unos minutos en Xilol, por

ultimo se realizé el montaje final en medio permount. (Urbaneja y col, 1975)

4.5.2 Caracterizacion inmunocitoquimica

La determinacién inmunocitoquimica consiste en la deteccion y localizacion de antigenos
(AQ) in situ (cortes de tejido, extensiones celulares e incluso pequefios organismos u 6rganos)
utilizando anticuerpos (Ac) seleccionados para identificar antigenos especificos (Montuenga

y col, 2009).

Para determinar la presencia de citoqueratina se uso el anticuerpo monoclonal en contra de
Pan-CK (que reconoce ala CK 4,5, 6,8,10,13 y 18 aislados de carcinoma epidérmico A-
432) de Santa Barbara Biotechnology.La citogueratina es una proteina de los filamentos
intermedios, la cual se expresa en el citoesqueleto de las células de origen epitelial. Las
células fueron reveladas empleando el kit de revelado de la misma empresa siguiendo el
protocolo sugerido por el fabricante: el anticuerpo secundario Biotilinado, se une al complejo
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Estreptavidina — Biotina — Peroxidasa, el cual reacciona con el sustrato de la peroxidasa, el
cromdgeno Diaminobencidina (DAB), junto con la activacion enzimatica y la oxidacion del
crombgeno, se producird una reaccion visible por precipitacion de este, que permitira

evidenciar el sitio donde se localiza el antigeno.

Las células provenientes del cultivo primario fueron fijadas con metanol 100% por 5 minutos,
luego incubadas por 5 minutos en una Solucion de Peroxido de Hidrégeno al 3% con el fin
de inactivar a la peroxidasa enddgena. Se realiz6 un lavado con PBS durante 2 minutos y se
incubo las células durante 20 min con el suero bloqueador, inmediatamente después se incubd
con el anticuerpo primario a ensayar, durante toda la noche. Posteriormente se realizaron dos
lavados con PBS, y se incub6 por 30 minutos con el anticuerpo secundario biotilinado.
Seguidamente, se lavd la muestra con PBS 2 veces, luego se incub6 por 30 minutos con el
complejo Estraptividina-Biotina-Peroxidasa HRP. Se lavo dos veces con PBS y se incubo
en una solucién diluida del sustrato para la peroxidasa (Diaminobencidina, DAB) durante
10 minutos. Las muestras fueron lavadas con agua bidestilada y se contrastaron los nudcleos
con Hematoxilina. Posteriormente, las células se deshidrataron en una bateria creciente de

Acetona —Xilol, y por ultimo se realiz6 el montaje en medio permount.

4.6. Ensayos para la induccién de la diferenciacion de las CEAhs

Para la induccion condrogénica y osteogénica de los cultivos en monocapa y en sistema de
micromasas se utilizaron medios inductores compuestos por diversos suplementos a
diferencia de los cultivos controles los cuales se mantuvieron en medio nutritivo no

suplementado segun el protocolo propuesto por Lépez (2014) (Ver tabla 3). Estos medios les
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brindaron a las células un microambiente inductivo para la expresion de caracteristicas de un

fenotipo diferenciado.

Tabla 3. Factores a ensayar en el medio base para inducir la diferenciacion osteogénica y condrogénica de las
células epiteliales de la membrana amnio6tica humana.

Diferenciacion | Medio Nutritivo | %Suero fetal | Suplementos

Celular Bovino (SFB)

e 1% de solucion de antibioticos y
antimicoticos

Control DMEM-F12 10% SFB e 1% de piruvato de sodio.

e 1% de aminoacidos no esenciales

e 1 mM de glutamina.

e 1% de solucion de antibioticos y

antimicoticos.

5ug/ml de insulina recombinante.

50pg/ml de acido ascérbico.

1x107" M de dexametasona

10 mM B-Glicerol Fosfato.

e 1% de solucion de antibioticos y
antimicéticos

Condrogénica | DMEM-F12 10% SFB e 5ug/ml insulina recombinante.

e  50ug/ml acido ascérbico.

e 1x107 M dexametasona

Osteogénica DMEM-F12 10% SFB

4.6.1 Induccidn ésteo-condrogénica en cultivos en monocapa

Las células epiteliales obtenidas del 1°" pasaje fueron sembradas en placas de cultivo de 12
pozos, a una densidad de 1x 10° células/pozo. Posteriormente, fueron agregados los medios
de induccion osteogénico o condrogénico respectivamente y se incubaron a 37°C en

atmosfera hiimeda al 5% de CO, durante 17 dias.

4.6.2 Induccidn 6steo-condrogénica en sistema de micromasas

Para la diferenciacion en micromasas o agregados celulares se utilizaron las celulas

epiteliales obtenidas del cultivo primario y del 1°" pasaje siguiendo el protocolo propuesto
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por Lopez (2014). Una vez que los cultivos estuvieron confluentes, fueron sometidos a
digestion enzimatica en tripsina al 0,125% durante 5 min a 37°C, luego de lo cual se inactivo
la accidon enzimética con medio suplementado con suero fetal bovino y se centrifugaron a
724,5 g por 5 min. Se elimind el sobrenadante, y se resuspendio el taco celular. Se emplearon
aproximadamente 7x10° células/tubo para realizar las micromasas; para ello se centrifugd
nuevamente y una vez obtenido el taco, se completé con 5ml de medio nutritivo y se mantuvo
a 37°C y 5% CO- durante 24 horas, pasado este tiempo, se descartd el medio nutritivo y se
afiadieron los medios de induccion (osteogénico y condrogénico respectivamente). Estos
cultivos fueron mantenidos a 37°C y 5% CO, entre 17 y 21 dias, realizando cambios de
medio 2 veces por semana. Una vez finalizado el tiempo de induccion, los agregados
celulares o micromasas fueron fijados en formaldehido neutro al 10% durante una semana,
luego de lo cual se deshidrataron en una bateria creciente de Etanol, se incluyeron en parafina
y fueron cortados en secciones de 5um de espesor en un micrétomo rotatorio (Leica RM2125
RTS). Los cortes fueron desparafinados en Xilol e hidratados en  para su posterior

coloracion.

4.7. Evaluacion citoquimica de la induccién de la diferenciacion de las células epiteliales

de la MAH
4.7.1. Inducciéon Condrogénica en cultivos en monocapa y micromasas

Para la evaluacion citoquimica de la induccion condrogeénica tanto en cultivos en
monocapa como en micromasas, se empleo la coloracion Azul Alcian pH 2,5 la cual pone
de manifiesto la presencia de glucosaminoglicanos sulfatados y carboxilados. Ademas, para
la induccidn de los cultivos en micromasas también fue evaluada mediante la coloracion con
azul de toluidina el cual pone de manifiesto la presencia de residuos anionicos de tipo sulfato,
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propios de los proteoglicanos (PGs) acidos sulfatados, presentes en la matriz extracelular del
cartilago joven mediante una coloracion puarpura; gracias a la capacidad metacromética de

éste (Montuenga y col, 2009).

e Coloracion azul Alcian pH 2,5 (Prophet, 1995)

Las muestras previamente fijadas fueron lavadas con una solucion de acido acético al 3% por
3 min, y se coloreados con azul Alcian a pH 2,5 por 30 minutos. Posteriormente, se lavaron
durante 10 min con agua corriente, con agua destilada, y finalmente fueron contrastados con
Hematoxilina de Harris por 2 min. Se lavaron con agua corriente y las muestras del cultivo
en monocapa se deshidrataron en una en una bateria de deshidratacion acetona —xilol
mientras que las micromasas se deshidrataron en una bateria creciente de etanol con dos

cambios de Xilol y finalmente se realizd el montaje permanente con Permount.

e Azul De Toluidina 1%. (Linch y Mellor. 1985).

Las micromasas se colorearon con una solucion de azul de toluidina al 0,1% por 10 min. Se
lavaron con agua destilada 3 veces, y se deshidrataron rapidamente en acetona/xilol para

finalmente llevar a cabo el montaje permanente con Permount

4.7.2 Evaluacion de la induccién osteogénica en cultivos en monocapa y micromasas

Para la evaluacion citoquimica de la diferenciacion osteogénica en ambos sistemas de
cultivos se les realiz6 la coloracién Von Kossa. La cual evidencia la presencia de fosfatos,
oxalatos y carbonatos presentes en el tejido dseo, ademas, es posible visualizar procesos de

mineralizacion de los osteoblastos primarios (Breeny col, 1994; Bonewald y col, 2003).
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e Coloracion Von Kossa 5 (Prophet, 1995)

Las muestras previamente fijadas, se lavaron con agua destilada, y se incubaron en una
solucion de nitrato de plata al 1%, en presencia de luz durante 20min. Posteriormente, se lavd
con una solucidn de hiposulfito de sodio al 5% y se dejé actuar sobre la muestra por unos 20
min., se lavo con agua corriente y se tifio con una solucion de safranina al 0,01% durante 30

segundos. Finalmente se deshidrataron y se realiz6 el montaje permanente con Permount.

4.8. Evaluacion inmunohistoquimica de la induccién de la diferenciacion de las células

epiteliales de la MAH.

Para la evaluacion de la diferenciacion hacia el tejido condrogénico, se determind la
presencia de colageno tipo Il como componente de la matriz extracelular por medio de
ensayos inmunohistoquimicos con el anticuerpo Anti-coldgeno tipo Il (Santa Béarbara
Biotechnology), diluido 1:100. Mientras que, para la evaluacion de la diferenciacion
osteogénica, se determind la presencia de fosfatasa alcalina mediante ensayos
inmunohistoquimicos con el anticuerpo Anti-fosfatasa alcalina (Santa Barbara
Biotechnology). Siguiendo la metodologia descrita en la seccion 4.5.2. Como control
negativo se utilizaron cultivos de células epiteliales de la membrana amnidtica humana
mantenidas en medio nutritivo sin factores inductores. Ademas, de los cultivos de células
inducidas hacia los linajes condrogénicos y osteogénicos sin incluir el anticuerpo primario

en el procedimiento.
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5. RESULTADOS

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos al evaluar el potencial Osteo-
condrogeénico de las células madre epiteliales de la membrana amnidtica humana en dos
sistemas de cultivo, esto es, cultivos en monocapa y micromasas mediante histoquimica e
inmunohistoquimica. Asimismo se describe el aislamiento, establecimiento, crecimiento y

caracterizacion de los cultivos de las células epiteliales amnioticas humanas.

5.1.  Aislamiento de las células epiteliales de la membrana amniética humana

Con el apoyo del Instituto Médico “Dr. Jiménez Rojas” se pudieron procesar placentas
humanas (n=7) provenientes de madres sanas, con edades comprendidas entre los 23 y los
35 afios, con embarazos no complicados y tiempo de gestacion entre 38 y 40 semanas. Las
células de la MA se aislaron del amnios, tras ser éste separado manualmente del corion y

procesada siguiendo la metodologia descrita por Navarro, (2013).

En la tabla 4, se muestra el rendimiento de células epiteliales obtenidas por membrana
amniotica procesada (n=7) y el nimero de células viables. En esta se puede observar que el
rendimiento celular promedio fue de 41.52 x10° células por amnio con una viabilidad
aproximada del 80.88%. De igual manera, se observd que después de varios procesamientos
la cantidad de células epiteliales obtenidas fue aumentando, sin embargo la viabilidad celular
hasta la muestra nimero 3 no aumento, por lo cual a partir de la cuarta muestra se redujo el
tiempo de denudacion de la membrana asi como el periodo de incubacion del tejido en la

solucion de Dispasa Il (maximo 13 horas a 4°C), obteniendo una viabilidad mayor al del
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promedio, de esta manera se estandariz6 la metodologia de aislamiento con la que se alcanzé

tener mayor numero de células viables que se mantuvieran hasta el primer pasaje.

Tabla 4. Rendimiento y viabilidad celular obtenida por membrana amni6tica procesada.

Numero de Numero de células Viabilidad Cultivo Subcultivo
muestra (n) obtenidas por celular primario
membrana (% células
amniotica vivas)
1 43.000.000 84% + +
2 48.000.000 73% + -
3 76.000.000 79% + -
4 30.000.000 80% + -
5 29.400.000 81% + +
6 29.650.000 83% + +
7 34.650.000 85% + +
Promedio 41.528.571+16,83x10° 80.85%

5.2. Establecimiento de los cultivos primarios de las células epiteliales de la

membrana amnidtica humana

Para lograr el establecimiento y mantenimiento de las CEAhs en cultivo, éstas fueron

sembradas a una densidad de (3 - 3.5) x10° células por frasco de cultivo y en ausencia de

EGF.

La confluencia de los cultivos primarios se alcanz6 alrededor de los 7 y 14 dias de cultivo

(Figura 5B). En relacion a las caracteristicas morfologicas “in vitro” de los cultivos primarios

de las CEAhs, en la figura 5 se muestra el desarrollo de los cultivos de estas células desde el

dia 6 hasta el dia 11 mediante microscopia Optica de contraste de fases. Pudiéndose observar

una poblacion heterogénea desde el inicio del cultivo. Dicha poblacion esta formada por tres

subpoblaciones celulares, entre las cuales tenemos: células con morfologia poligonal tipo
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epitelial (CP fig. 5A). Esto es, células con un nucleo esférico, de gran tamafio y ubicado en
el &rea central de la célula, que presenta uno o dos nucléolos y un citoplasma denso y
granular. Este tipo celular forma colonias homogéneas y se encuentra en una alta proporcién
en relacion a los otros fenotipos celulares. Células con citoplasma amplio (CCA) situadas en
los centros de las colonias, con una morfologia redondeada, con un nucleo ovalado y central,
un nucléolo central prominente, y una gran proporcion de granulaciones citoplasmaticas. Y
células con morfologia alargada o tipo fibroblasto (CF) las cuales poseen un ndcleo ovalado
y central, varios nucléolos y un citoplasma alargado o en forma de huso. Estas se encuentran
principalmente en la periferia de las colonias rodeando a las células adyacentes. De igual

manera en la figura 5 se puede observar uniones intercelulares (Ul) similares a desmosomas

y algunas células se ven refringentes lo cual indica divisién celular (Div).

Figura 5. Se muestran las micrografias de contraste de fase del Cultivo Primario y subcultivo de las células
epiteliales de la membrana amnidtica humana. A) 6 dias de cultivo y B) 11 dias de cultivo. C) 1*" Subcultivo
13 dias y D) 1*" Subcultivo 21 dias 100X. Alli se observan tres subpoblaciones de células epiteliales con
morfologia diferente: células poligonales de tipo epitelial (CP), células alargadas o tipo fibroblasto (CF) y
células poligonales con citoplasma amplio (CCA). Ademas, al inicio del cultivo se observan algunas colonias
aisladas (COL) y células en division (Div).
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En referencia a los subcultivos de las CEAhs, se puede observar en las figuras 5C y 5D que
las células mantuvieron las mismas caracteristicas de los cultivos primarios, esto es, se
observaron tres subpoblaciones diferenciadas y una marcada proliferacion celular sin rasgos

aparentes de senescencia durante los 21 dias de evaluacion.

5.3.  Ensayos de proliferacion celular mediante curva de crecimiento de las células
epiteliales de la membrana amniética humana

La capacidad de proliferacion celular se evalué por medio de una curva de crecimiento, la
cual nos permitio observar y estudiar el 6ptimo crecimiento y mantenimiento de las células
en cultivo a través del tiempo. Este ensayo se realizd con células del primer pasaje
mantenidas en medio nutritivo DMEM-F12 suplementado. Cada punto de la curva representa
el promedio del nimero de células calculados con un n=6, ademas se calculd la desviacién
estandar para cada punto.

La figura 6 nos revela un patron de comportamiento tipico de las células mantenidas “in
vitro”, conformado por tres fases: una fase de latencia, luego una fase exponencial que inicia

a partir del dia 4 de cultivo, y por Gltimo, una fase estacionaria o plateau que se visualiza

desde el dia 14 en adelante.
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Figura 6. Curva de crecimiento de las células epiteliales de la membrana amniética humana, en medio de
cultivo DMEM-F12 suplementado (n=6). Las células epiteliales mostraron un desarrollo caracterizado por tres
fases. Donde se observa un comienzo de la fase exponencial al cuarto dia de cultivo.

5.4.  Caracterizacion citoldgica de las células epiteliales de la membrana amnioética
humana

Una vez establecidos los cultivos de las CEAhs, se realiz6 la caracterizacion citoquimica de
las mismas, por medio de una coloracién de rutina May Griunwald — Giemsa.

En la figura 7 se observa con detalle las células que conforman el cultivo corroborando la
heterogeneidad de las células epiteliales de la membrana amni6tica en cultivos en monocapa,
donde se puede apreciar las tres subpoblaciones celulares descritas previamente, ademas se
puede observar que las células con morfologia poligonal tipo epitelial (CP) predominan en
comparacion a las células fusiformes tipo fibroblasto (CF) y células con citoplasmatico
amplio (CCA). De igual modo, se aprecian las uniones intercelulares (Ul) tipo desmosomas.
En esta micrografia ademas, se puede observar que las células con morfologia poligonal
(CP) presentan un citoplasma levemente basofilo y homogéneo, con nudcleos basofilos
centrales y esféricos, cuya heterocromatina se ubica en la periferia y presentan uno o dos

nucléolos intensamente basofilos. En cuanto a las células de citoplasma amplio (CCA), estas
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poseen una morfologia redondeada y presentan un citoplasma levemente basofilo
principalmente en el area perinuclear de las células, con ndcleos esféricos ubicados en el
centro y entre uno o dos nucléolos (n) intensamente baséfilos. Mientras que las células tipo
fibroblasto (CF), tienen una morfologia fusiforme con citoplasma ahusado y basdfilo,

nucleos ovalados levemente baséfilos y maltiples nucléolos intensamente basofilos.

Figura 7. Cultivo primario de células epiteliales de la MAH (11 dias de cultivo). 200X. Se observan tres
subpoblaciones celulares: células alargadas o tipo fibroblastos (CF), circulares con citoplasma amplio (CCA) y
poligonales de tipo epitelial (CP), de igual manera se observaron uniones intercelulares (Ul) y diferentes
tonalidades de la tincion en ndcleos (N), citoplasma (C) y los nucléolos (n), observandose alta basofila en la
region perinuclear de algunas células (*). May-Griinwald-Giemsa.
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5.5. Ensayos para la induccion de la diferenciacion de las CEAhs.

Como se menciond previamente, para los ensayos de induccion de la diferenciacion hacia los
linajes osteogénico y condrogénico se utilizaron células del cultivo primario y del primer
pasaje, en dos sistemas de cultivo monocapa y agregado celular, los cuales fueron mantenidos
en medios inductores durante 17 y 21 dias, respectivamente (tabla 3). Cada uno de estos

ensayos contd con un cultivo control, el cual fue mantenido en medio nutritivo no inductor.

5.5.1 Induccidn 6steo-condrogénica en cultivos en monocapa

El potencial osteo-condrogénico de los cultivos en monocapa fue evaluado a los 17 dias de
induccién por medio de dos técnicas histoquimicas: la coloracion azul alcian a pH 2,5 para

la induccion condrogénica y la coloracion VVon Kossa para la induccion osteogenica.

Al analizar los aspectos morfoldgicos de los cultivos en monocapa diferenciados hacia el
linaje condrogénico (Fig., 8B y 8C) se observo que las células exhibieron algunos cambios
en comparacion al cultivo control (Fig. 8A). En este sentido, se pudo observar células con
morfologia esférica o redondeada, con nucleos ovalados excéntricos con un nucléolo y una
vacuola en su citoplasma, caracteristicas morfoldgicas similares a los condrocitos cultivados
“in vitro”.

No obstante, también se observaron células que conservaron su morfologia epitelial inicial
tipo poligonal (Fig.8B). Ademas, en estos cultivos se pudo observar la formacién de
agregados o cumulos celulares (Cu) en algunas zonas del cultivo (Fig. 8B), los cuales
mostraron una reaccion positiva sugiriendo que las células estan produciendo GAGs, asi
mismo se sugiere que estas células pueden estar pasando por un proceso de condensacion

analogo al inicio de la condrogenesis “in vivo .
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Figura 8. Diferenciacién de células epiteliales a los 17 dias de induccion en sistema de cultivo en monocapa.
Coloracién azul alcian pH 2,5. A) Células en medio control. Se puede observar que no hay coloracion con el
azul alcian 250X. B) Células en medio de induccion condrogénico, donde se observan cimulos (Cu) o
agregados celulares, en los cuales se evidencia una reaccion con el colorante principalmente dentro del cimulo,
y células sin cambios morfoldgicos (*) 250X C) Se observan células con una morfologia tipica de conkocito(
) con nucleos (N) excéntricos, un nucléolo (n) y vacuolas (V). 250X

Para evaluar la induccién hacia el linaje osteogénico se realizo la coloracion Von Kossa
mediante la cual se detectan los depositos de calcio. En la figura 9, se muestra el cultivo
control (9 A) y el inducido (figuras (9 B y C). En los cultivos inducidos podemos apreciar
algunos cambios morfologicos, entre ellos el aumento de tamafio de las células. Se observa
gue aun cuando tienen una forma poligonal (CP) son de mayor tamafio en comparacion con
las células que se logran apreciar en el cultivo control. Ademas es posible notar que los
nacleos (N) aunque son redondeados como los de las células control, son excéntricos y
presentan un unico nucléolo (n). Estas caracteristicas morfoldgicas, aunado al hecho de que
se pudieron detectar algunos depdsitos de calcio en los limites intercelulares en la MEC; nos
permiten sugerir que estas células se asemejan a osteoblastos; (figuras 9B y 9C). Estos
cambios no se observaron en el cultivo control (Fig.9A). Es importante mencionar que este

patrén solo se aprecid en algunas zonas del cultivo.

48



Figura 9. Diferenciacién de células epiteliales a los 17 dias de induccién en sistema de cultivo en monocapa.
Coloracion Von Kossa. A) Células en medio control. No se observa mineralizacion de matriz. 250X. B) Células
en medio inductor osteogénico, las cuales mostraron pocos dep6sitos de calcio tefiidos de negro @) indicando
la presencia de fosfatos de calcio. 250X. C) A mayor aumento podemos apreciar que estas células presentan
una morfologia poligonal (CP) que difieren del control, con nicleos (N) redondeados y excéntricos y un Gnico
nucléolo (n) 250X.

5.5.2. Induccidn ésteo-condrogénica en sistema de micromasas

Para la evaluacion de la induccion en los cultivos en micromasas (Fig. 10) se usaron células
del cultivo primario. Después de 21 dias de induccidn, estas micromasas fueron fijadas y
procesadas histolégicamente. Una vez realizado los cortes se procedi6 a evaluar la induccion

mediante histoquimica e inmunohistoquimica.

Para la evaluacidn histoquimica se utilizaron las coloraciones azul alcian a pH 2,5 y azul de
toluidina, para la induccion condrogénica, mientras que para la induccion osteogénica, se
utilizé la coloracion Von Kossa. Ahora bien, para la inmunohistoquimica, se utiliz6 el
anticuerpo anti-colageno tipo Il en la induccion condrogénica, y el anticuerpo anti-fosfatasa

alcalina para la osteogénica.
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Figura 10. Sistemas de cultivo tridimensional tipo agregados celulares. 21 dias de induccién. A) Medio control.
B) Medio de induccion condrogénica. C) Medio de induccién osteogenica.

e Coloracion azul Alcian pH 2,5.

Como se ha mencionado previamente, la coloracién azul alcian pone en manifiesto la
presencia de glucosaminoglicanos &cidos carboxilados presentes en la matriz celular. En la
figura 11 se observa una micrografia a diferentes aumentos del cultivo de CEAhs mantenidas
en medio control; en esta se puede notar un patrén de coloracion homogéneo dentro de la
micromasa (Figura 11B y 11C), podemos apreciar que la morfologia de estas células se
mantiene, es decir, son células poligonales con nucleos esféricos centrales, con uno o dos

nucléolos, sin embargo se puede notar que muchos de los nucleos son picnéticos.

Cuando las micromasas son mantenidas en medio de diferenciacion condrogénico, se logra
observar dos zonas de coloracion diferentes (Figura 12A y 12B). Una regién que
clasificamos como n° 1, la cual corresponde a la periferia de la micromasa, en la cual
podemos observar una reaccion positiva bastante intensa a la coloracion con azul Alcian que

nos indica la presencia de glucosaminoglicanos en la MEC y nos sugiere ademas, que hubo
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diferenciacion hacia el linaje condrogénico, y una regién n°2 o regional central de la
micromasa, en la cual no se observé una reaccion positiva con el colorante, en esta zona la
coloracion es semejante a la observado en el control, por lo cual podemos sugerir que en esta

zona no hubo diferenciacion.

En la Figura 12C, se muestra, a mayor aumento, un area de la region periférica de la
micromasas donde se puede notar que las células sufrieron diversos cambios morfoldgicos
entre los cuales podemos observar una forma irregular, nucleos esféricos granulares y
excéntricos, ademas en el citoplasma se puede observar la presencia de vacuolas las cuales
se encuentran cerca del nicleo. En la regién n° 2 (Figura 12D) se puede apreciar células con
dos morfologias diferentes, esto es, células con forma redondeada con nucleos esféricos y
centrales, y citoplasma poco extendido; y células con morfologia tipica de las CEAhs, con
una forma poligonal, con nucleos ovalados y centrales, con uno o varios nucléolos. Cabe
destacar que las células con morfologia redondeada presentaron una leve coloracion positiva

en la periferia de las mismas en contraste con las de morfologia poligonal.
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Figura 11. Corte transversal de un Cultivo en micromasas de CEAhs mantenidas en medio control. Coloracion
azul alcian pH 2,5. A). corte de las micromasas en el que se aprecia una coloracion homogénea en toda la
superficie 100X. B. No se observa reaccion positiva con el colorante 400X. C. A mayor aumento, se puede
observar como se mantiene la morfologia poligonal tipo epitelial, con nicleo (N) esférico central y con uno o
dos nucléolos (n), se observa también la presencia de vacuolas (V) y el citoplasma no se colorea (*) Asi mismo,
se observan ndcleos picnéticos (P) 1000X.
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Figura 12. Corte transversal de un Cultivo en micromasas de CEAhs mantenidas en medio de induccion
condrogénico. Coloracidn azul alcian pH 2,5 A). Se observa que en las micromasas hay dos regiones diferentes
1) Periférica, 2) Central. 100X. B. En la region periférica (1) se aprecia una reaccion positiva azul Alcian
observandose una intensa coloracion, lo cual sugiere la presencia de GAGs, mientras que en la region central
de la micromasa (2) no se observa la misma reaccién con el colorante. 400X. C). A mayor aumento en la region
periférica las células presentan una morfologia redondeada irregular, con ndcleos esféricos granulares y
excéntricos, y con citoplasma intensamente basofilo (*) ademas se observan unas vacuolas adyacentes al ntcleo
(»). 1000X, mientras que en la region central D) la mayoria de las células mantienen su morfologia poliédrica,
aun cuando se pueden observar algunas con morfologia esférica (°) 1000X. Coloracién azul alcian pH 2,5. (CP:
células poliédricas; CR: células redondeadas; N: nicleo y n: nucléolo)
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e Azul De Toluidina 1%

La coloracién azul de toluidina evidencia la presencia de residuos anionicos de tipo sulfato
de los proteoglicanos acidos sulfatados presentes en la MEC del cartilago, esta coloracion

vira de azul a rojo, efecto que se denomina metacromasia.

Al observar las micromasas mantenidas en medio control (figura 13A y 13B) se observa una
coloracion con una tonalidad azul de baja intensidad en toda la superficie de la micromasa
indicandonos la ausencia de proteoglicanos en la MEC. En la figura 13C se aprecia que estas
células mantienen la morfologia caracteristica de las células epiteliales, esto es, una
morfologia poligonal, cuyo citoplasma puede presentar vacuolas, se observa un tanto
extendido y presenta una coloracion muy tenue. Estas células ademas presentan ndcleos méas

oscuros, ovalados y centrales.

En cuanto a los cultivos de las CEAhs mantenidos en medio de diferenciacién condrogénico
se pudo observar una intensa coloracion violeta, es decir se produjo una metacromasia muy
marcada en ciertas regiones de la micromasa. Como se muestra en un corte transversal de la
micromasa (Figura 14A) la mayor intensidad de coloracion se produjo en la periferia de las
y esta va disminuyendo al acercase a la parte interna o central. Las células ubicadas en la
region periférica e intermedia (Figura 14B) presentan una distribucion homogénea de la
coloracion indicando una mayor cantidad de proteoglicanos en esta zona, mientras que en las
células en la region central, la metacromasia solo presentan en los bordes de las células
(Figura 14C). De igual manera, en las figuras 14B y 14C podemos observar como varia la
organizacion de las células en las diferentes regiones, en este sentido, apreciamos que en la
region n° 1 las células se observan agrupadas mientras que en la region n° 3 se encuentran

dispersas.
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A mayor aumento, en la figura 14D se pueden observar los cambios morfologicos de las
células ubicadas en la periferia de la micromasa, donde las células presentan una morfologia
redondeada con nlcleos ovalados y esféricos. En laregion intermedia, figura 14E, las células
presentan una morfologia un tanto ovalada, con un citoplasma amplio, y algunas presentan
nucleos ovalados; asi mismo, se observaron células redondeadas con nucleos esféricos y en
algunas células se pudo apreciar algunas vacuolas. En lafigura 14F se observa que las células
de la region central son similares a las células mantenidas en los cultivos control (figura
14C). Todos estos cambios que se observan en las regiones periférica e intermedia de las
micromasas aunado con la Metacromasia observada en las mismas, nos permite sugerir que

en estas regiones se ha producido una diferenciacion.

Figura 13. Corte transversal de un Cultivo en micromasas de CEAhs mantenidas en medio control. Coloracion
azul de Toluidina. A. Panoramica de las micromasas donde se observa una tonalidad azul de baja intensidad en
toda la superficie del corte 100X. B. Se evidencia una reaccién negativa con el colorante indicAndonos que no
hay presencia de proteoglicanos. 400X. C. Detalle de la coloracion donde se observa la morfologia poligonal
tipo epitelial (CP) con nucleo (N) ovalado central de color mas intenso, con presencia de vacuolas (V) y
citoplasma sin coloracion positiva (*) 1000X.
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Figura 14. Corte transversal de un Cultivo en micromasas de CEAhs mantenidas en medio de induccion
condrogénico. Coloracién azul de Toluidina. A). Panoramica donde se observan tres regiones diferentes segun
la intensidad de coloracion; 1) Periférica, 2) Intermedia 3) Central. 100X. B) Regiones periférica e intermedia
donde se observa una intensa coloracion violeta (») 400X. C. Region central alli se observa una coloracion azul
en las células, sin embargo también se puede observar una coloracion violeta en la periferia de las células
sefialado con (p). 400X. A mayor aumento, tanto en la region periférica (D) como en la intermedia (E) se
puede apreciar que las células en estas regiones presentan una morfologia redondeada, con nucleos ovalados
y esféricos y con vacuolas en el citoplasma (V). 1000X. Mientras que en la region central (F) se puede observar
células con morfologia redondeada (CR) y células con un citoplasma un poco extendido (CE) con un nucleo
(N) central y esférico y en algunos casos nucleos picnéticos (P) 1000X.
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e Coloraciéon Von Kossa

La tincién Von Kossa se utilizé para evidenciar la presencia de depdsitos de calcio o sales
de calcio, en esta tincién, la plata se deposita en los complejos calcicos en forma de grupos

fosfatos o carbonatos, tifiéndose de negro.

En la fig. 15 se muestran las micrografias correspondientes al control, sin induccion, alli
podemos percibir que las células se colorean, mas no se observan depdsitos de calcio. En
Figura 15C se puede observar que estas células presenta cambios morfoldgicos ya que,
algunas presentan una forma redondeadas mientras que otras presentan un citoplasma
irregular con prolongaciones citoplasmaticas; el nucleo es esférico y esta ubicado en el area

central de las células; en algunas se pueden apreciar vacuolas en el citoplasma.

Al observar las cultivos mantenidos en medio osteogénico (Figura 16A) notamos la
presencia de depdsitos de calcio tefiidos de color negro y ubicados principalmente entre los
limites de las células, lo cual nos permite sugerir que esta ocurriendo la mineralizacién de la
matriz extracelular. Es importante mencionar que estos depdsitos se observaron en toda la

superficie de la micromasa.

En la figura 16C podemos distinguir dos morfologias diferentes, células con forma
redondeada y células alargadas, mediante esta coloracion no se pueden distinguir las
estructuras presentes en las células (nucleo, nucléolo, vacuolas) como en las células

mantenidas en los medios controles.
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Figura 15. Corte transversal del cultivo en micromasas de Células epiteliales de la membrana amniética
humana en medio control. Coloracion Von Kossa. A). Panoramica donde se observa una tonalidad roja
homogeénea en toda la superficie del corte evidenciandose una reaccion negativa con el colorante indicandonos
gue no hay presencia de depositos de calcio. 100X. B) Aqui se observa que las células presentan una morfologia
variada, con células redondeadas (CR), con nucleo (N) esférico central, con presencia de vacuolas (V) y células
con citoplasma irregular que forman una especie de red (CI). En esta condicion no se evidenciaron dep6sitos
de calcio 1000X.

Figura 16. Corte transversal del cultivo en micromasas de Células epiteliales de la membrana amniética
humana mantenidas en medio osteogénico. Coloracion Von Kossa. A y B). Panordmica de las micromasas
donde se observan células de color rojo intenso y mineralizacion de la matriz. 100X y 400X. C) Aqui se puede
observar células con morfologia alargada e irregular (CE) y células redondeadas (CR), Asi mismo se observan
depdsitos de calcio entren las células tefiidos de negro @) 1000X.
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e Evaluacion inmunohistoquimica

Como se menciond previamente, para caracterizar la induccion hacia los linajes osteo-
condrogénicos se realizé una inmunotincion con los anticuerpos anti-colageno tipo Il para la

induccidn condrogénica y anti-fosfatasa alcalina para la induccion osteogénica.

En la figura 17 se muestra el cultivo control donde, no se observo reaccion con el anticuerpo.
En la figura 17C se pudo observar que las células tienen una morfologia principalmente de
tipo poligonal, con nucleo esférico granular y céntrico, y ademas se pueden apreciar algunas
celulas con vacuolas. A diferencia de éste, en los cultivos mantenidos en medio
condrogeénico, si se observo reaccion con el anticuerpo (Figura 18). En el corte se distinguen
dos regiones diferentes segun la respuesta al anticuerpo. La region periférica en la cual se
observan zonas con un marcaje intenso y la region central donde se pudo apreciar una baja
intensidad de marcaje (Figura 18A y18B respectivamente), ademas se observa como las
células se distribuyen en grupos por toda la superficie del corte. En la figura 18C se presenta
un grupo celular con una reaccion muy intensa lo cual indica la presencia de colageno tipo

Il en esa zona, sin embargo, no se puede distinguir la morfologia de las mismas.

59



Figura 17. Corte transversal del cultivo en micromasas de Células epiteliales de la membrana amnidtica
humana en medio control. Inmunohistoquimica anti coléageno tipo Il. A y B). Panordmica de las micromasas
donde se observan células coloreadas de una tonalidad azul uniforme sin regionalizacion y sin reaccidn positiva
al anticuerpo. 100X y 400X. C. Detalle de la coloracion donde se aprecia la morfologia de las células tipo
poligonal con nucleo esférico granular en el centro de la célula, y algunas células presentan vacuolas. 1000X

En la induccion hacia el linaje osteogénico, en el control (Fig. 19), no se observé reaccion
con el anticuerpo. Alli se pueden observar las células distribuidas principalmente en la
periferia de la micromasa. A mayor aumento vemos que las células mantienen su morfologia
poliédrica con un nucleo central. A diferencia del control, los cultivo mantenidos en medio
osteogénico presentaron un marcaje positivo en toda la superficie del agregado (Figura 20A).
Sin embargo se produjo una mayor intensidad de reaccion en la region periférica de las

micromasas.
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En la figura 20C y 20D se pueden observar grupos celulares con morfologia un tanto
diferente; la fig. 20C las células forman cimulos y son poligonales con nucleos centrales y
con una forma irregular mientras que en la fig. 20 D, las células se ubican de manera lineal
y tienen una forma poligonal-alargada con un nucleo central y un tanto aplanado semejante
a los osteoblastos. En ambos casos, se observa un intenso marcaje con la fosfatasa alcalina

en la matriz extracelular.

Figura 18. Corte transversal del cultivo en micromasa de Células epiteliales de la membrana amniética humana
inducidas en micromasas mantenidas en medio condrogénico. Inmunchistoquimica anti colageno tipo Il. A.
Panoramica de las micromasas en la que se distinguen dos regiones diferentes: 1) Periférica y 2) Central. 100X.
B. En la region periférica se observan las células con gran intensidad de marcaje sefialadas con la flecha (»)
indicando la presencia de colageno tipo Il en esta area. En la region central la reaccion fue menor (*). 400X. C.
Detalle de un grupo celular tefiido de color marron en la periferia de las células sefialando una expresion intensa
en esa zona.1000X.
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Figura 19. Corte transversal del cultivo en micromasa de Células epiteliales de la membrana amniética humana
inducidas en micromasas mantenidas en medio control. Inmunohistoquimica Fosfatasa alcalina. A. Panoramica
donde se distinguen dos regiones 1) Periférica donde se observan las células y 2) Central donde no se aprecian
células. 100X. B. Detalle de un grupo de células con morfologia poligonal con gran matriz citoplasmatica (*),
nlcleos (N) ovalados granulares ubicados en el centro. 1000X

Figura 20. Corte transversal del cultivo en micromasa de Células epiteliales de la membrana amniética humana
inducidas en micromasas mantenidas en medio osteogénico. Inmunohistoquimica Fosfatasa alcalina. Ay B).
Panoramica de las micromasas en la que se aprecian dos regiones diferentes: 1) Periférica y 2) Central. La
region periférica presenta un marcaje intenso de color marrén y un marcaje de menor intensidad en el area
central. 100X y 400X. C. Detalle de un grupo de células con morfologia poligonal (CP), nicleos (N) esféricos
granulares ubicados en el centro. Se distinguen células con marcaje positivo sefialado por la flecha (). 1000X
D. Detalle de un grupo de células con morfologia poligonal-alargado donde se puede observar nlcleos ovalados
céntricos y el marcaje intensamente positivo en el area periférica de las células. 1000X.
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Para finalizar, y a manera de resumen, en la tabla 5 nos muestra los niveles de expresion
de los distintos componentes identificados mediante los ensayos histoquimicos e
inmunohistoquimicos en los sistemas tridimensionales (micromasas). En esta se puede
apreciar que existe variacion en la expresion, dependiendo del ensayo, entre las diferentes
regiones que se observaron en las micromasas. Este nivel de expresion es una medida

cualitativa la cual se expresé con cruces (+).

Tabla 5. Niveles de expresién de los diferentes componentes identificados mediante histoquimica e
inmunohistoquimica.

Condicién Control Condrogénico Osteogénico
Regionalizacion | Periferia | Central | Periferia| Intermedia | Central | Periferia | Central
Micromasa

GAG - - +++ ++ + ND ND

carboxilados

Proteoglucanos - - +++ +++ ++ ND ND
acidos sulfatados

Carbonatos, - - ND ND ND ++ ++
fosfatos y oxalatos
(Von Kossa)

Colageno tipo Il - - +++ ++ + ND ND

Fosfatasa alcalina - - ND ND ND 4+ ++

Nivel de expresion: intensa (+++), moderada (++), bajo (+), ausente (-), no determinado (ND).
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6. DISCUSION

Hoy en dia, el potencial de aplicacion de las células madre incluye la reparacion de defectos
Oseos y de cartilago en fracturas traumaticas, osteoartritis o artritis reumatoide. Estas
condiciones han venido incrementado en toda la poblacién indicando que existen necesidades
médicas, sociales y econdémicas para el desarrollo de nuevas tecnologias en la ingenieria de
tejidos y la medicina ortopédica. Los tratamientos para estas enfermedades son
procedimientos quirurgicos efectivos pero extremadamente invasivos trasplantes de
condrocitos autdégeno o aldgeno (Brittberg y col, 1994; Moritoh y col, 2003), insercion de
matrices artificiales y la administracion de factores de crecimiento (Ross y Pawlina, 2015).
Por lo que, en los ultimos afios se ha intensificado la busqueda de nuevas fuentes de células
madre con potencial terapéutico para el tratamiento de las mismas. Entre estas nuevas fuentes
se ha prestado mucha atencién a los diversos tipos de células que se pueden aislar de la
placenta, que ahora se reconoce como una fuente rica y abundante de células madre
pluripotentes y multipotentes. El tejido gestacional ofrece ventajas considerables sobre otras
fuentes de células madre: un potencial ilimitado, facil acceso a dichos tejidos, minimas
barreras éticas y legales asociadas con su uso, se pueden obtener sin la necesidad de un
procedimiento invasivo y, lo que es mas importante, no son tumorigénicas y tienen
propiedades inmunomoduladoras (Antoniadou y David, 2015; Matikainem y Laine, 2005;

Maymd y col, 2018)

En este trabajo nos planteamos estudiar el aislamiento y establecimiento de las células

epiteliales de la membrana amnidtica y evaluar su capacidad de proliferacion, caracteristicas
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morfoldgicas y el potencial de diferenciacion hacia los linajes condrogénicos y osteogénicos

bajo dos sistemas de cultivo “in vitro”.

Para el aislamiento de las CEAhs se realizd una digestion enzimatica con la enzima Dispasa
Il y una remocidén mecénica. Esta es una proteasa neutra muy utilizada en procesos de
denudacion de la membrana amnidtica debido a su bajo grado de toxicidad y a su alta
especificidad por la fibronectina y el coladgeno 1V, lo que la hace particularmente adecuada
para separar adherencias epitelio-mesenquimaticas, tal como la de la membrana amniética

(Hopkinson y col, 2008).

Con esta metodologia se logré obtener una remocion completa de la capa epitelial, lo cual
fue evidenciado mediante técnicas histoldgicas (resultados no mostrados) y un rendimiento
celular promedio de 41.52 x10° células por membrana amnidtica procesada, con una
viabilidad aproximada del 80.88%. Lo cual indica una mejora en el rendimiento, al comparar
con resultados previos de nuestro laboratorio donde con una metodologia semejante, se
obtuvo en principio un promedio de 6 x 10°® células por amnios (Navarro, 2013) y
posteriormente 16 x 10° células por amnios (Nieves 2018). Ademas, estos resultados
coinciden con los reportados por varios investigadores los cuales, han obtenido entre 10 y 60
millones de células por membrana amnidtica procesada con viabilidades mayores al 70%
(Bilic y col, 2008; Ilancheran y col, 2009). Sin embargo, otros autores han reportado un
rendimiento mayor, entre 80-300 millones de células por amnios con viabilidades mayores
al 80% (Miki y col, 2005; Lange-Consiglio y col, 2011, Garcia, 2012; Motedayyen y col,
2017; Gottipamula y Sridhar, 2018; Muttini y col, 2018), con metodologias de aislamiento

gue combinan tripsinizacién, tratamiento con dispasa y remocion mecanica de las células.
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Cuando revisamos la tabla 4 se observé una variabilidad en el rendimiento y viabilidad de
cada membrana procesada. Esto es, que a medida que se fueron realizando mas
procesamientos, la cantidad de células epiteliales obtenidas fue aumentando. Siendo el mayor
rendimiento celular alcanzado en las muestras 2 y 3, sin embargo, en éstas la viabilidad
celular fue menor al promedio; lo cual podria explicarse por el hecho de que durante los
primeros tres procesamientos, la membrana amniética fue sometida a largos periodos de
incubacidn con la enzima Dispasa Il (mayores de 16 horas). Esto coincide con lo propuesto
por varios autores quienes sefialan que al aumentar el periodo de digestion, aumenta el
rendimiento celular, no obstante reduce la viabilidad celular y también la pureza celular
debido a la contaminacion con las células mesenquimales subyacentes. (Hennerbichler y col,
2007; Tabatabaei y col, 2013). Otra explicacion de esta variabilidad tanto en la cantidad de
células como en la viabilidad, es que esto puede deberse también, a las caracteristicas
particulares de cada placenta; entre las cuales podemos mencionar el tamafio y calidad de la
placenta, el tiempo de gestacion, la edad de la madre y otros factores como las condiciones

de transporte, hielo insuficiente o sangre residual tal como lo propone Motedayyen, (2017).

Un factor critico que influye en el establecimiento y la proliferacion del cultivo primario de
las CEAhs es la densidad celular. En este sentido, la densidad utilizada en este trabajo, fue
entre (3- 3.5) x10°8 células por frasco de cultivo, con la cual se obtuvo una buena proliferacion
celular. Miki y col, (2005) y Diaz-Prado y col, (2010) exponen que este tipo celular no
prolifera bien a bajas densidades ya que acelera el proceso de senescencia y muerte celular.
Asi mismo, Bilic y col, (2008) sefialan que la cantidad de siembra minima requerida para la
proliferacion celular de los cultivos primarios y su amplificacion es de 1.75 x 10° células/mL,

mientras que Navarro, (2013) y Nieves, (2018) observaron que la mejor densidad de siembra
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fue de 5x10° cel/mL. Estas altas densidades garantizan la activacion de genes ligados a la
proliferacion y mecanismos moleculares complejos que involucran integrinas, receptores del
EGF y la interaccion célula — célula (Miki y col, 2005 y Freshney, 2010). Adicionalmente
se ha reportado que para que las células tipo epiteliales se adapten, proliferen y se diferencien
de manera “in vitro” requieren la presencia de determinadas sustancias que favorezcan estos
procesos, tales como un sustrato de cultivo semisélido de colageno o gelatina, los cuales

simulan la condiciones intercelulares que se expresan en el tejido nativo.

)

En esta investigacion las condiciones “in vitro” proporcionadas a las CEAhs fueron
favorables para el establecimiento y mantenimiento de los cultivos, ya que se pudo observar
células con morfologia poligonal caracteristica de este tipo celular, proliferando y formando
colonias similar a lo reportado por varios trabajos establecidos a partir de células epiteliales
provenientes de la membrana amniotica de humanos (Miki, 2005; Bilic y col, 2008; Diaz-
Prado y col, 2010; Gottipamula y Sridhar, 2018), ratones (Nakajima y col, 2001; Marcus y
col, 2008), Caballos (Lange-Consiglio y col, 2011) y felinos (Rutigliano, 2013). Aun cuando
en los cultivos primarios se aprecio una gran proporcién de células con morfologia poligonal,
es importante sefialar que desde las etapas iniciales se pudo observar una heterogeneidad
celular, caracterizada por la presencia de células con morfologia fusiforme tipo fibroblasto y
células con amplio volumen citoplasmatico semejante a lo obtenido por Navarro (2013) y
Nieves, (2018) . Esta heterogeneidad ha sido estudiada por Parolini y col, (2008) quienes
sugieren gue podria tratarse de subpoblaciones celulares que expresan diferentes marcadores
de superficie. Bilic y col, (2008); Diaz-Prado y col (2011) y Gramignoli, (2016) sugirieren
que esta heterogeneidad resulta de la liberacion de células mesenguimales a través de la

accion enzimatica y mecanica en el proceso de aislamiento y que los distintos tipos celulares
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encontrados conservan las caracteristicas histologicas de la membrana amnidtica y una
estrecha relacion entre un tipo celular con otro. Adicional a esto, Mathieu y col, (2012)
sefialan que estas diferencias morfoldgicas pueden deberse a una respuesta al microambiente
circundante, produciendo cambios en la organizacion del esqueleto por la elasticidad y
motilidad celular, mientras que Centurione, (2018) indica que dependen de las diferentes
areas de la MA de las cuales han sido aisladas. Explicando que las células aisladas situadas
cerca al cordon umbilical muestran mas diferencias morfolégicas en comparacion a las otras,
ya que en ellas los nucleos se encontraban posicionados excéntricamente, y ocasionalmente

se encontraban células en gemacion o desprendiéndose.

Por otro lado, diferentes investigadores han sefialado la importancia del factor de crecimiento
epidermal (EGF) en los medios de cultivo para el establecimiento de las células epiteliales
ya que, este es esencial para la proliferacion y progresion del ciclo celular asi como para la
expresion de genes pluripotenciales, epiteliales y neuronales. (Miki, 2005; Garcia, 2012 y
Gottipamula, 2017). En esta investigacion los cultivos de CEAhs se mantuvieron en ausencia
de EGF, obteniéndose un 80% de confluencia entre los 7 y 14 dias de cultivo, a diferencia de
lo reportado por Fatimah y col, (2012) quienes observaron que en ausencia de EGF el
crecimiento de las CEAhs se detuvo con solo 50 a 60% de confluencia después de 7 dias de
cultivo. En presencia de EGF Miki, (2005) y Navarro (2013) obtuvieron la confluencia del
cultivo entre los 5 y 7 dias. No obstante y aun cuando empled el factor EGF, Nieves (2018)
observo la confluencia de los cultivos entre los 12 y 14 dias de cultivo. Todo esto nos indica
que pese a que se ha sefialado la importancia de suplementar los medios de cultivo con el

factor de crecimiento epidermal, no es esencial en el mantenimiento del cultivo de estas
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células, y esto puede ser debido a que las propias células lo estan produciendo de manera

autocrina.

En referencia a los subcultivos, las CEAhs mantenidas hasta el primer pasaje conservaron las
mismas caracteristicas de los cultivos primarios, es decir, subpoblaciones diferenciadas y una
marcada proliferacion celular sin rasgos aparentes de senescencia similar a los reportados por
Bilic y col, (2008) y Gotipamula y Sridhar (2018) los cuales indican que la morfologia y el

fenotipo inicial es retenido hasta el sexto pasaje.

Actualmente, existen muy pocas publicaciones que describan la cinética de crecimiento de
las células epiteliales amnidticas. En esta investigacion se realizo una curva de crecimiento
de las CEAhs, donde se observd un patrén de crecimiento tipico de células mantenidas “in
vitro” con una fase de latencia inicial, una fase de crecimiento exponencial la cual comenzaba
a partir del cuarto dia de cultivo y una fase de saturacion; estos resultados concuerdan con
los ensayos reportados por Lange-consiglio y col, (2011) quienes obtuvieron el comienzo
de la fase de crecimiento de las CEAhs entre los 4 y 6 dias de cultivo y con los reportados
para las células mesenquimales amnidticas (LOpez, 2014) sugiriendo que bajo ciertas
condiciones “in vitro” las caracteristicas bioldgicas tanto de las células epiteliales como las

mesenguimales son similares en cuanto a su crecimiento.

Ademas de la caracterizacion por microscopia de contraste de fases descrita previamente, se
evalud las caracteristicas tintoriales de las CEAhs y se evidenciaron los componentes acidos
y bésicos de las estructuras celulares y se corroboro la presencia de los tres fenotipos
celulares. Asi mismo, se observo la predominancia de las células con morfologia poligonal

en comparacion a las otras subpoblaciones celulares similar a lo reportado por otros autores,
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en la membrana amniética humana y de felinos (Miki y col 2005; llancheran y col, 2009;
Gottipamula, 2017, Rutigliano y col, 2013).

La coloracion basoéfila presente tanto en las células poligonales como en el area perinuclear
en las células con amplio volumen citoplasmatico y en todo el citoplasma de las células con
morfologia tipo fibroblasto podria estar indicando el aumento en la cantidad de reticulo
endoplasmatico rugoso que se asocia con la sintesis proteica segun lo reportado en Ross y
Pawlina, (2015), ademaés estudios previos sefialaron una gran cantidad de organelos en las
CEAhs como reticulo endoplasmatico desarrollado, aparato de Golgi definido, mitocondrias
y vesiculas picndticas corroborando lo sefialado anteriormente (Marrenco y Del Veccchyo,
2006 citado en Navarro, 2013).

Ademaés de la caracterizacion histoquimica, en este estudio se realiz6 una caracterizacion
inmunocitoquimica, en la cual se empleo el anticuerpo en contra de pancitoqueratina, sin
embargo no se produjo una reaccion positiva, lo cual posiblemente se debi6 a problemas con
el anticuerpo primario, ya que en un estudio previo (Navarro, 2013) se demostré una alta
expresion de esta proteina después de varios dias de cultivo confirmando asi, la naturaleza
epitelial de este tipo de células y la minima presencia de contaminacién con otro tipo celular,
tal como reportan distintos investigadores (Ochsenbein, 2003 Miki y col, 2005; Wang, 2012;
Koike y col, 2014; Gottipamula, 2017).

Con el fin de analizar la potencialidad hacia los linajes 6steo-condrogénicos de las CEAhs se
ensayo la accion de varios factores de induccion usando dos estrategias de cultivo diferentes,
los cultivos en monocapa y micromasa. En los cultivos en monocapa las células crecen
adheridas sobre un soporte solido (plastico o vidrio) como pre-requisito para la proliferacion
celular. Este sistema de cultivo tiene ventaja en cuanto a su cuantificacion y caracterizacion,

pero carecen de la presencia de las interacciones célula-célula y célula-matriz que ofrecen
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otros tipos de cultivo (Freshney, 2010) mientras que los sistemas tridimensionales en
micromasa, simulan un microambiente analogo al que se encuentra en condiciones “in vivo”
promoviendo las interacciones célula-célula y célula-matriz. Este se caracteriza por mantener
un cultivo estable y libre de biomateriales y se ha vuelto el més frecuente en los estudios para
la rediferenciacion de condrocitos asi como para los estudios “in vitro” de diferenciacion de
las células de la membrana amniética. (Miki y col, 2005; Bilic y col, 2008; Watts y col, 2013;

Borghesi y col, 2017, Muifios y col, 2017).

En la induccién hacia el linaje condrogénico de las CEAhs en el cultivo en monocapa, en
presencia de factores inductores, se produjeron algunos cambios morfoldgicos con respecto
al cultivo control, entre los cuales podemos mencionar la forma redondeada de algunas
células, la presencia de vacuolas y la posicion del nucleo el cual es excéntrico, estos
resultados son semejantes a los reportados en el laboratorio previamente, en CEAhs inducidas
al linaje condrogénico por Nieves (2018) y a las observadas por Lépez (2014) al inducir hacia

el linaje condrogénico de las células mesenquimales de la membrana amnidtica.

Asi mismo, estas caracteristicas son similares a las de los condrocitos maduros cultivados

“in vitro” reportados por Aulthouse y col, (1989); Pineda, (2001); Borghesi y col, (2017).

Ademas, en el cultivo de CEAhs en monocapa se pudo evidenciar la formacion de algunos
agregados celulares en los cuales se demostré la produccion de glucosaminoglicanos
sulfatados y carboxilados principales componentes de la matriz extracelular del cartilago
mediante histoquimica; esta formacion de agregados celulares en el cultivo en monocapa
también fue reportado en la induccion de las células epiteliales membrana amniotica de
caballo por Lange-Consiglio y col, (2011) y en la induccion condrogénica de células
mesenquimales derivadas del tejido adiposo de raton Sandoval, (2012). La formacion de
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estos agregados semeja el inicio de la formacion del cartilago “in vivo”. Pues como se sabe,
durante el desarrollo embrionario del cartilago, las células mesenquimales se someten a un
proceso complejo que consiste en la condensacion celular, proliferacion y diferenciacion y
para que esto ocurra es necesario las interacciones célula-célula, célula-matriz extracelular
altamente organizadas, estimulos de activacion mecénica y factores de crecimiento y de
transcripcion como SOX-9 para que se lleve a cabo la diferenciacion celular hacia el cartilago
(Wang y col, 2009).

Al comparar estos resultados con los controles, se demostr6 que las condiciones brindadas
para los cultivos control no son suficientes para inducir la diferenciacion hacia los linajes de
interés, indicando la necesidad de factores de diferenciacion que generen cambios en la
expresion génica de las células promoviendo la induccion hacia un fenotipo particular.

(Jaiswal y col, 1997; Zuk y col, 2002; Pineda y Londofio, 2009).

Ademas de realizar la induccion de las CEAhs hacia el linaje condrogénico en el sistema en
monocapa, se realizo la induccidn hacia el linaje osteogénico, la cual fue evaluada mediante
la coloracion Von Kossa que nos permite detectar los depdsitos de calcio (Wang, 2014). Al
observar los resultados de la diferenciacion de las células epiteliales amni6ticas con el medio
osteo inductor, se observaron algunos cambios morfoldgicos. Las células presentaron una
forma poligonal un tanto irregular y aun cuando no se evalu6 cuantitativamente, se pudo
evidenciar un mayor tamafio en comparacion con las CEAhs de los cultivos control. El
nucleo de las células inducidas tenia una forma redondeada y estaban ubicados a nivel basal,
ademas se observd un Unico nucléolo prominente, a diferencia de lo observado en las células
del control. Con base a estos rasgos se sugiere que las células tienen caracteristica de

osteoblastos. Varios investigadores han sefialado que los cultivos de monocapa de los
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osteoblastos humanos sembrados a baja densidad muestran una morfologia plana y
fibroblastica (Lian y Stein, 1992, Lo6pez, 2014) pero que durante la activacion y la
diferenciacion de los pre-osteoblastos a los osteoblastos maduros se forman cambios
morfolégicos celulares evidentes como una morfologia cuboidal o poligonal (Aubin y Liu,
1996) semejante a lo observado en este trabajo.

Los osteoblastos son las células encargadas de sintetizar y secretar fibras de colageno y otros
componentes organicos necesarios para formar la matriz del tejido 6seo, ademas de iniciar el
proceso de calcificacién (Fernandez y col, 2006). En relacion a esto, se observéd en los
cultivos inducidos, la presencia de depositos de calcio en la MEC, lo cual indica que la matriz
extracelular esta mineralizada, siendo esto, considerado el marcador fenotipico terminal de
la via de diferenciacion (Jaiswal y col, 1997). Esos depdsitos de calcio observados en la
induccion osteogénica pueden ser resultado a la accion del B-Glicerolfosfato incluido al
medio de cultivo osteogénico, ya que es un fosfato organico que debido a su capacidad de
estimulacion de la calcificacion de las células “in vitro”, induce la formacion de calcio y por
ser un sustrato de la fosfatasa alcalina 6sea, produce un incremento de fosfatos inorganicos
en el medio los cuales seran luego convertidos en cristales de hidroxiapatita que producen la
mineralizacion (Hamade y col, 2003).

Diversos autores sefialan que a partir de tres semanas se produce un incremento en la
expresion de genes relacionados con osteoblastos y deposicion de calcio. (Miki, 2005;
Ilancheran y col, 2007, 2012; Lange-Consiglio y col, 2011; Di Germanio, 2016). En relacion
a la deposicion de calcio en nuestros resultados, podemos decir que después de tres semanas
fueron observados estos depdsitos en los cultivos inducidos.

Es importante mencionar que segun Diaz - Prado y col, (2010) los cultivos “in vitro” de las

CEAhs a medida que aumentan los pasajes reducen significativamente el potencial
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osteogénico. Por lo cual en nuestra investigacion se emplearon células del primer pasaje,
observando entonces que las mismas muestran un buen potencial osteogénico como lo
evidencian los resultados.

A diferencia de los cultivos en monocapa el modelo de cultivo en micromasa se ha aplicado
durante varios afios para mejorar la condrogénesis “in vitro” de condrocitos primarios o
celulas progenitoras de hueso derivadas de médula dsea, de las células mesenquimales del
estroma de la MAH, de fluidos amnidticos y de células epiteliales de la membrana amnidtica
(Johnstone y col, 1998; Murdoch y col, 2007; Alviano y col, 2007; Ullah y col, 2010; Lo6pez,

2014; Muifos, 2017; Zuliani y col, 2018; Diaz-prado, 2010).

En este estudio se logré una mayor diferenciacion hacia ambos linajes empleando el sistema
en micromasas, lo cual fue demostrado por la marcada presencia de proteoglucanos, GAGs
y colageno tipo Il en la induccion condrogénica y depositos de calcio, y fosfatasa alcalina
en la induccion osteogénica; evidenciados mediante técnicas histologicas e
inmunohistoquimicas ademas, y al igual que en la induccién en el modelo en monocapa se
pudo observar variaciones a nivel morfoldgico, los cuales fueron mas marcados. Es
importante sefialar que al evaluar histolégicamente las micromasas en la induccion
condrogénica se observd  diferentes patrones de regionalizacién de la expresion de los
distintos componentes determinados. Observandose una mayor produccion de componentes
de matriz cartilaginosa como los GAGs carboxilados y los proteoglicanos y colageno tipo 1l
en la periferia del agregado celular, mientras que a media que nos acercamos a la parte central
de la micromasa se observd una disminucién en la produccién de los mismos. Esta
distribucion de los diferentes componentes de la matriz cartilaginosa en los cultivos en

micromasas inducidos, nos indica que el proceso de diferenciacion celular se produjo mas
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facilmente en el exterior de las micromasas que en la region central, tal vez debido a la mayor
interaccion de las células con los componentes inductores presentes en el medio y que es
probable que el suministro de nutrientes no fuera uniforme dentro de las micromasas, ya que
en esta region central se pudieron apreciar algunos nucleos picnoticos. Tare y col, (2005),
Estes y col, (2010) y Murdoch y col, (2007) plantearon que las micromasas crecen como una
esfera con un aumento continuo en el area de la superficie por lo que es probable que las
fuerzas de traccion creadas en la superficie se hayan transmitido a las células y hayan causado
una respuesta que provocara un aumento en la produccion de colageno de tipo Il y su
alineacion en la zona periférica de las micromasas (Ullah y col, 2010) lo que podria explicar

lo observado en el presente trabajo.

A pesar de la poca diferenciacion en la region central de las micromasas, podriamos decir
que la estrategia de cultivos tridimensionales generan un entorno analogo al del cartilago
nativo simulando la condensacion temprana de células madre mesenquimales durante la
embriogénesis antes del inicio de la condrogénesis y la produccion de la matriz extracelular
por los condrocitos, mejorando significativamente la expresion del colageno tipo Il y del
factor condrogénico principal SOX9 (Hoogewerf y col, 1997; Kuschert y col, 1999 y
Battistelli y col, 2005). Se sabe que un microambiente tridimensional o hipdxico, permite el
mantenimiento del fenotipo de condrocitos y la promocién de la sintesis de MEC. Ademas,
se ha demostrado que, cuando los condrocitos se cultivan en el sistema de micromasa en
condiciones hipdxicas, la expresion de agrecan se mejora en comparacion con la del sistema
de cultivo de monocapa (Ito y col, 2015). Segun esto y segln nuestros resultados podriamos
decir que este sistema también promueve la sintesis de la MEC cartilaginosa en las células

epiteliales inducidas hacia el linaje condrogénico.
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Al evaluar la diferenciacion osteogénica en las micromasas se determind la presencia de
depdsitos de calcio en toda la superficie de esta, indicando la mineralizacion de la matriz
extracelular, asimismo, se observaron cambios a nivel morfologico pudiendo observar dentro
de las micromasas células con forma redondeada o poligonal ademéas de células con una
morfologia alargadas e irregular. Igualmente, se determind la expresion de la fosfatasa
alcalina, observandose que hay una mayor expresion en las zonas periféricas de la
micromasa. La fosfatasa alcalina es una enzima localizada en las vesiculas de la matriz
extracelular, inicia la mineralizacion en la superficie de estas vesiculas y es utilizada como
uno de los principales marcadores bioquimicos para demostrar la actividad osteoblastica de
las células, esta hidroliza fosfatos organicos para liberar fosfatos inorganicos al sitio de
mineralizacion de dichas células. (Hamade y col, 2003). Estudios con células de la MAH
sefialan expresion en la actividad de fosfatasa alcalina y caracteristicas morfoldgicas
similares a las de osteoblastos humanos (Docheva y col, 2008). Lian y Stein, (1992) y Aubin
y Liu, (1996) expresaron que los osteoblastos tempranos muestran una alta actividad de FA,
mientras que posteriormente los osteoblastos mas maduros, asi como los osteocitos, se
caracterizan por una actividad de FA nula o débil. Al igual que Jahn y col, (2010) hemos
encontrado una alta actividad de la fosfatasa alcalina (FA) en la capa superficial de las
micromasas pero a diferencia de estos autores quienes encontraron que la actividad de esta
enzima fue negativa, observamos las células mas centrales una menor actividad fosfatasa
alcalina, esto sugiere que las células en la poblacion central se encontraban en una etapa
posterior de diferenciacion osteoblasto/osteocito temprano, mientras que los osteoblastos de

superficie se caracterizaron por poseer un fenotipo mucho méas temprano,
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Lian y Stein, (1992) indicaron que la diferenciacion de osteoblastos pasa por 3 fases:
proliferacion, maduracion de la matriz y mineralizacion de la matriz. Al observar las células
inducidas a este linaje se sugiere que las células pasaron por estas tres etapas celulares ya que
las mismas experimentaron cambios morfoldgicos, una alta expresion de la actividad de la
fosfatasa alcalina y la maduracion de la MEC por medio de la presencia de depdsitos de

calcio.

En general al comparar los dos sistemas de cultivo pudimos observar que la utilizacion de un
sistema tridimensional induce una mayor diferenciacion de las células epiteliales de la
membrana amniotica hacia los linajes osteogénico y condrogénico lo cual puede ser debido
a la alta densidad celular, la baja tension de oxigeno y la interaccion célula-célula, siendo
analogo a lo que ocurre en el cultivo de cartilago hialino (Kanichai y col, 2008; Takagi y

col, 2007).
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7. CONCLUSIONES

La combinacion del tratamiento enzimatico y mecénico permitio el aislamiento de
una mayor cantidad de las células epiteliales y la viabilidad de las mismas se pudo
mejorar al disminuir el tiempo de la digestion enzimatica.

El suministro del factor de crecimiento epidermal (EGF) a los cultivos de las CEAhs,
no es indispensable para el establecimiento y mantenimiento de estas células como
se ha sefialado, ya que aun cuando no se les suministrd, los cultivos mostraron una
cinética de crecimiento tipica de los cultivos in vitro, y alcanzaron la confluencia un
rango de tiempo entre 7 y 14 dias semejante a lo reportado por otros autores.

La heterogeneidad presente en los cultivos primarios y subcultivos de las células
epiteliales amnidticas humanas nos sugiere la existencia de subpoblaciones celulares
con caracteristicas del tejido de origen.

Las células epiteliales de la membrana amniética presentan un alto potencial osteo-
condrogénico ya que se logré inducirlas hacia estos linajes tanto en el sistema en
monocapa como en el sistema en micromasas, siendo este Gltimo el més adecuado ya
que en este se observd una mayor diferenciacion evidenciado por la produccion de
distintos componentes de la matriz extracelular tipico de estos linajes.

En vista de la potencialidad osteo-condrogénica que tienen las CEAhs y ya que estas
son de origen ectodérmico, se sugiere que estas células podrian considerarse como

pluripotentes
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8. RECOMENDACIONES

Ampliar los ensayos de caracterizacion celular incluyendo microscopia de
fluorescencia y determinaciones inmunocitoquimicas con mayor numero de
marcadores especificos de superficie expresados por las células epiteliales,

evaluandolas por medio de citometria de flujo entre otras técnicas.

Realizar la induccion de los cultivos en monocapa por un periodo mayor de 17-21

dias de cultivo.

Ampliar los ensayos de evaluacion de la diferenciacion celular hacia los linajes
osteogénico y condrogénico con otros factores solubles inductores reportados, tales
como el BMP y TGF-B y ASP. Ademas usando otros métodos de diferenciacion “in

vitro” como co-cultivo y matrices tridimensionales de colageno o gelatina.

Evaluar el potencial de estas células hacia linajes de origen endodérmico
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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 esté realizando el estudio titulado
"Caracterizacion y Diferenciacion de Células Madre Epiteliales provenientes de la
Membrana Amniotica 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 proposito; 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 (1.B.E.), de todos los aspectos relacionados al proyecto

de Investigacion.

2.- Tener conocimiento claro del objetivo fundamental del trabajo antes sefialado, habiendo
leido el documento de informacién relativo a este estudio donde observé bien el caracter

puramente cientifico y por el cual yo no obtendré ningun beneficio econémico.

3.- Haber sido informada de que mi participacién en el proyecto consiste en donar mi placenta
de manera voluntaria para el presente estudio, la cual se me extraera mediante el proceso de

cesarea, bajo las condiciones de rutina que se usan en la institucion.
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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 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.
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Firma del Voluntario

Firma del Investigador

Nombre y Apellidos Nombre y Apellidos

C.L

C.L
Lugar Lugar
Fecha Fecha

Firma del Doctor Tratante

Nombre y Apellidos

C.l
Lugar

Fecha

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 extraera 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 drganos y tejidos para trasplante. Para que se produzca la donacidn real, la

embarazada deberd 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.
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- Feto sano, sin patologia placentaria.

- Parto por cesarea programada sin ruptura de bolsa.

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

microorganismos).

- Consentimiento materno, medico 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.

- Infeccidn fetal cronica o aguda.

- Infeccién o inflamacién de las membranas fetales.

- Gestacion inferior a 34 semanas.

Adicionalmente a la paciente donadora se le realizaran los controles serol6gicos 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 seroldgicos realizados a las pacientes donadoras de las placentas antes

del parto.

Cribado Seroldgico de las Donantes

Anticuerpos Virus Inmunodeficiencia Humana | HIV 1y 1
Descarte de Sifilis VDRL
Virus de la Hepatitis B HBV
Virus de la Hepatitis C HCV
Anticuerpos para Citomegalovirus CMV
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Confidencialidad y Anonimato

Toda la informacidn obtenida de éste estudio, relativas a Ud. mismo, quedaran estrictamente
confidenciales y andnimas: Solo los medicos que se ocupan directamente de la gestion de
este estudio tendran 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.

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 decision de ninguna forma afecte la calidad de cuidado que se le dara por el médico

tratante.
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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 ! o

De nuestra mayor consideracion,

Por medio de la presente le comunicamos que en &| dia de la presente fecha, el
Comité de Etica en Investigacién de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Central de Venezuela, ha evaluado el proyecto de investigacion arriba sefialado y
ha recomendado la elaboracién de la presente carta aval al mismo, con el
compromiso de que su realizacién se desarrollard conforme a los Principios
Bioéticos fundamentales contemplados en la Constitucion de la Republica
Bolivariana de Venezuela, en la Ley Orgénica 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.

A
‘ Lo
Izaskpin Petralanda Pio Ari

Por el Comité de Etica Coordinador d

Maﬂ'a
onforme y ewConocfmiénto:
Lorena Marquez
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