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Resumen:

Antecedentes: Las células troncales mesenquimales (CTM) se caracterizan por la expresion
de marcadores de superficie especificos (CD73, CD90 y CD105) y por su capacidad de dife-
renciarse a los tres linajes de la linea mesenqguimal (cartilago, hueso y tejido adiposo). Ac-
tualmente, la médula 6sea (MO) es considerada la principal fuente de CTM en individuos
adultos para su utilizacién en Ingenieria Tisular. La sangre periférica movilizada ha sido utili-
zada como fuente eficaz de CTM. Sin embargo, el aislamiento de CTM de remanentes de
sangre periférica de donacién no ha sido estudiado. Objetivo: Aislar y caracterizar CTM de
sangre periférica del remanente de bolsas de donacién (Buffy-coat). Metodos: Se obtuvieron
6 muestras de 20 ml de Sangre Periférica Humana (SPH) remanente de paquetes globulares
en el INR-LGII. Las células mononucleares se aislaron con Ficoll, se cultivaron y expandieron
durante 14 dias. Resultados: Durante el aislamiento se identific6 la presencia de un 8% de
células positivas a marcadores de CTM (CD73,CD90 y CD105). Durante el cultivo se identifi-
carén 2 poblaciones celulares: CT-hematopoyéticas y CT-Mesenquimales. A los 14 dias de
cultivo hubo una disminucion de las células positivas a marcadores hematopoyéticos y un
incremeto significativo de la positividad a marcadores de CTM. Conclusiones: Es posible
aislar del remanente de donacion sanguinea células con marcadores positivos para CTM
(CD73,CD90y CD105), capaces de adherirse al plastico y multiplicarse disminuyendo signifi-
cativamente su expresion de marcadores hematopoyéticos e incrementando la de marcadores
caracteristicos del linaje mesenquimal a los 14 dias de cultivo in-vitro.

Abstract:

Mesenchymal Stem Cells (MSCs) has been studied as a suitable source of cells for tissue
engineering and to treat different diseases. At present, Bone Marrow (BM) has been consid-
ered the main source to obtained MSC. However, is a painful procedure that requires to be
done in the operating room under anesthesia with their inherent risks and costs. Peripheral
blood (PB) after mobilization is an ambulatory procedure with lower risks that has been con-
sidered a novel source of MSC. However, there is no description in the literature about the
isolation of MSC from PB without growth factors administration. Objectives: To isolate MSC
from human peripheral blood of the remnants in the blood bags of conventional donation &
characterize the MSC by flow cytometry. Materials: The remnant of 6 samples of peripheral
blood of adult donors were used. Mononuclear cells were isolated by ficoll gradient, then cells
were cultured in standard conditions during 14 days. Their immunophenotype was assessed
by flow cytometry. Results: In the beginning of culture a population of 8% of the cells were
positive to CD73, CD90 & CD105 markers. However, two different groups of cells were identi-
fied: hematopoietic & mesenchymal. At day-14 of culture hematopoietic markers decreased
while mesenchymal markers increased through the time. Conclusions: Is possible to isolate
cells with MSC positive markers from remnants of Human Peripheral Blood with the capability
to multiplicate in standard conditions.
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Introduccioén

Las células troncales mesenquimales (CTM) son
células inmaduras, no especializadas que tienen la
capacidad de autorenovarse durante largos perio-
dos de tiempo y diferenciarse en células especiali-
zadas con funciones caracteristicas. Este tipo de
células se han identificado en varios tejidos madu-
ros deI organismo como la médula 6sea (MO)

hlgado tejido ad|poso3 limbo Corneal4 liquido
amniético, sangre de cordén umbilical®’ y sangre
periférica (SP) principalmente.

En la SP se han identificado dos poblaciones de
CTM: las células troncales hematopoyéticas (PB-
HSC)10 y células troncales mesenquimales (PB-
MSC)11 Las PB-HSC se han caracterizado por
medio de los marcadores de superficie CD133+,
CD45+, CD34+ y CD38-. 2 Mientras que las PB-
MSC se identifican por los marcadores de superfi-
cie CD105+, CD90+, CD73+, CD31-, CD34-, y
CcD45-."*® Para el caso particular de las PB-MSC
se ha demostrado su plasticidad al ser dlferenua-
das en adipocitos, condrocitos y osteocitos.®

De todas la fuentes descritas en la literatura para
la obtencién de CTM, la puncién de la médula 6sea
se considera la mejor, seguido por el tejido adiposo
y la sangre de cordén umbilical.™® Una de las fuen-
tes mas actuales es la obtencion de CTM de san-
gre periférica movilizada después de la administra-
cién del factor estimulante de colonias de granulo-
citos (G-CSF por sus siglas en inglés).16 Este fac-
tor fue purificado molecularmente, y aprobado en
los Estados Unidos de Norte América para su uso
en pacientes con cancer y conducir a la moviliza-
cién de células troncales mesenquimales de la
médula 6sea a sangre periférica, para ser usada
en trasplantes ° Estudios de seguimiento de hasta
5 aflos los efectos adversos reportados se han
limitado a dolor musculoesquelético sin que se
observe nmguna evidencia de anormalidades en la
médula 6sea.”

El mecanismo de accion descrito se basa en la
modulacién negativa de la molécula de superficie
de adhesion vascular 1 (VCAM-1) en las células
troncallles localizadas en el nicho de la médula
Osea,”” favoreciendo su liberacion y que estas
migren por el espacio intramedular hacia la circula-
cion periférica.

Las células troncales mesenquimales son células
indiferenciadas con capacidad de proliferacion y
autorenovacion. Por estas caracteristicas, las célu-
las troncales son una excelente herramienta con
gran potencial en la medida regenerativa. La célu-
las troncales en diferentes etapas del desarrollo
parecen tener diferentes capacidades de auto-
renovacion y diferenciacion.

El empleo de las CTM humanas para uso en mo-
delos preclinicos experimentales presentan pro-
blemas éticos ya que no se ofrece un beneficio
directo para la salud del donador, sumado al riesgo
gue implica someterse a un procedimiento quirdr-
gico para su obtencién, asi como los efectos se-
cundarios de la administracién de factores recom-
binantes para su movilizacion."” En este tema ca-
racteristico radica la importancia del analisis de
éste estudio, ya que no se encuentra descrito en la
literatura el aislamiento de CTM en el remanente
de las bolsas de donacién sanguinea (Buffy coat),
sin la previa administracion de C-SGF, con lo cual
se contaria con una fuente de facil acceso que no
implique problemas éticos obteniendo grandes
cantidades en el “buffy coat” que a diario se
desecha después del fraccionamiento para la ob-
tencion del plasma y el paquete globular en todos
los bancos de sangre. El objetivo de este trabajo
fue aislar de la sangre periférica humana sin movi-
lizar, las células troncales mesenquimales valoran-
do la presencia de marcadores de superficie celu-
lar al inicio del cultivo y posteriormente caracteri-
zarlas al cultivarlas durante 14 dias in-vitro.

Material y métodos

Obtencién de sangre periférica. Se tomaron
muestras remanentes de aproximadamente 20ml
de sangre periférica de banco de sangre prove-
nientes de bolsas de donacién. Las muestras se
procesaron en la Unidad de Ingenieria de Tejidos,
Terapia Celular y Medicina Regenerativa (UITTC)
del Instituto nacional de Rehabilitacion “Luis Gui-
llermo Ibarra Ibarra (INR-LGII)”. Los donadores
firmaron consentimiento informado por escrito para
Su participaciéon. Las bolsas de obtencion conte-
nian heparina de sodio 75 USP, 13 x 75 mm (BD,
cat. 367871).

Aislamiento de las células mononucleres. Las
células mononucleares se obtuvieron a partir de
los 20 mL de sangre periférica de los voluntarios
sanos por medio de gradiente de concentracion.
Dentro de una campana de flujo laminar (Forma
Scientific, Inc. Ohio, EUA) cada muestra se coloc6
en tubos de polipropileno para centrifuga con ca-
pacidad de 50 mL, posteriormente se realiz6 una
dilucién 1:2 con solucién salina fosfatada (PBS)
[Invitrogen Co. Gibco. NY, EUA]. Se prepararon 15
mL de Ficoll Paque (Amersham Biosciences, Pis-
cataway, NJ) en tubos estériles de polipropileno de
50 mL (cat. CLS430829 Corning) y se afiadieron
25 mL de la muestra diluida de sangre y PBS con
mucho cuidado para no romper la tension superfi-
cial, quedando un volumen final de 40 mL. Poste-
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rior a esto, las muestras fueron centrifugadas a
300 g durante 30 minutos. La fraccion de células
mononucleares fue tomada para iniciar el procedi-
miento de cultivo y su posterior caracterizacion por
citometria de flujo.

Caracterizacion por citometria de flujo. Posterior
al aislamiento de las células mononucleares se
aparté una alicuota de 5x10° células en 1mL de
PBS para evaluar la presencia de marcadores de
superficie caracteristicos por citometria de flujo.
Una vez separadas las células, se colocé una ali-
cuota con 2.5x10" en tubos de poliestireno (Falcon,
Becton Dickinson) con 10uL de la suspension de
anticuerpos, dejandose en incubacién durante 30
minutos a 4°C. Se utilizaron anticuerpos monoclo-
nales conjugados: anti CD14 (cat. 340585), CD34
(cat.555822), CD45 (cat. 347463), CD90
(cat.555595), CD73 (cat.561014) y CD105 (cat.
56144) todos de la marca BD Pharmigen ™. Los
datos fueron adquiridos en un clitdémetro de flujo
BD FACSCalibur y analizados por el software Cell
Quest PRO ™ (Becton Dickinson) con una media
de 10, 000 eventos.

Cultivo de las células mononucleares adheren-
tes. Una vez aisladas las células mononucleares,
se procedié a expandir una alicuota de 5x10° célu-
las en cultivo en dos dimensiones con medio Dul-
becco’'s Modified Eagle’'s Medium (DMEM,
Gibco Life Technologies, EU) enriquecido con
10% de suero humano (BIOWEST, cat. S4190-
100), 1% de antibiético-antimicético (Gibco Life
Technologies, EU). Los cultivos se mantuvieron en
incubadora a 37°C con 5% de CO, en pozos de
cultivo de 4.9 cm? por un periodo de 14 dias, reali-
zando cambios del medio cada dos dias hasta
alcanzar el 90% de confluencia. Posteriormente,
las alicuotas con células se marcaron con los anti-
cuerpos y se procedid a realizar el analisis por
citometria de flujo e inmunofluorescencia para
establecer su inmunofenotipo.

Caracterizaciéon por inmunofluorescencia. Las
monocapas obtenidas después de 14 dias de culti-
vo primario fueron fijadas con PFA (Paraformal-
dehido) al 2% durante 20 minutos, posteriormente
fueron lavadas con PBS y despegadas de la caja
de cultivo empleando acutasa en lugar de tripsina
debido a que no necesita lavados, no dafia las
paredes celulares y de esta forma ayuda a conser-
var la viabildad celular. Una vez despegadas, las
células fueron marcadas usando una dilucién de
2:100pL de los anticuerpos primarios (CD14,
CD34, CD45, CD73 , CD90 y CD105) y una dilu-
cion de 1:100uL de los anticuerpos secundarios

(anti IgG-FITC, anti IgG1-FITC y anti 1gG2a-FITC).
Después del marcaje las monocapas se trataron
con el medio de montaje VECTASHIELD® que
contiene el colorante DAPI (4, 6-diamidino-2-
fenilindol) para tefiir los nicleos de las células. Las
imagenes fueron adquiridas con un microscopio
vertical Carl Zeiss con el sistema de imagen Axio
Vission 4.8.2.

Analisis estadistico. Todos los datos se expresan
como promedio y desviaciéon estandar. El analisis
estadistico se realiz6 con el programa STATISTI-
CA (sistema de software de analisis de datos,
StatSoft.), versidon 7. Se compararon los resultados
de todos los marcadores de superficie expresados
en células mononucleares aisladas el dia de la
toma de la sangre periférica y a 14 dias de cultivo
primario. La comparacién se realiz6 mediante la
prueba U de Mann-Whitney. Se considero como
diferencia estadisticamente significativa cuando el
valor de p <0.05.

Resultados

NUmero de células mononucleares aisladas. De
la muestra de 20 mL de sangre periférica del re-
manente de las bolsas de donacion, se obtuvo un
promedio de 7.94x10° células mononucleares des-
pués de la separacién por gradiente de concentra-
cion de Ficoll.

Morfologia de las células cultivadas. A los 14
dias de cultivo primario las células presentaron
principalmente dos morfologias: alargadas pareci-
das a fibroblastos y redondeadas (figura 1).

Figura 1. Microfotografia en campo claro del cultivo
in-vitro a los 14 dias de sembradas las células aisla-

das de sangre periférica humana.

Investigacidn en Discapacidad
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Inmunofenotipo de las celulas recién aisladas
vs post-culivo. El inmunofenotipo de las células
mononucleares aisladas después del gradiente de
concentracion por Ficoll comparado con el evalua-
do a los 14 dias de cultivo fue el siguiente: CD14
(23.44% + 2.55 vs 5.53% =+ 2.70), CD34 (0.29% =
0.15 vs 3.56% + 0.87), CD45 (90.54% =+ 1.52 vs
89.20% + 4.38), CD73 (0.63% + 0.36 vs 44.07% +
2.52), CD90 (0.33% * 0.24 vs 5.32% + 1.03) y
CD105 (0.71% + 0.21 vs 10.59% =+ 1.10), respecti-
vamente. Al comparar los promedios con la prueba
U de Mann-Whitney entre las lecturas de los mar-
cadores de superficie del dia del aislamiento ver-
sus a los 14 dias de cultivo se observé una dismi-
nucion estadisticamente significativa de los marca-
dores de monocitos CD14 (p<0.05) y el marcador
de células troncales hematopoyéticas CD34
(p<0.05), solo se mantuvo sin cambios significati-
vos el porcentaje de células positivas para el mar-
cador CD45. Por otra parte, los marcadores para
células troncales mesenquimales (CD73, CD90 y
CD105) presentaron un aumento estadisticamente
significativo (p<0.05) con respecto al nimero basal
obtenido después del aislamiento de las células
mononucleares por el gradiente de concentracion
con Ficoll y la medicion a los 14 dias de cultivo
primario. (figura 2)

100

60

Porcentaje de células positivas

Figura 2. Comparacion del inmunofenotipo de las
células mononucleres aisladas de sangre periférica
humana; barra roja: células aisladas después del
gradiente de concentracion con el Ficoll (SP inicio de
cultivo) y barra verde: células a 14 dias de cultivo
primario in-vitro.

*. Diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)

A partir del marcaje por inmunofluorescencia y
citometria de flujo a 14 dias de cultivo primario se

establecié que existen una poblacion heterogénea
de células en el cultivo compuestas por células que
expresan marcadores de superficie para células
troncales mesenquimales y células hematopoyéti-
cas maduras, observandose marcas positivas de
color verde y nucleos de las células en azul tefiidas
con DAPI. Ademas que en los histogramas por
citometria de flujo el pico delimitado por la linea
gris representa el control de isotipo; el pico de
color lila representa la marca positiva del anticuer-
po asignado (figura 3)

Discusioén

Los criterios minimos para definir una CTM pro-
puesta por la Sociedad Internacional de Terapia
Celular son la adherencia a las cajas de cultivo
bajo condiciones estandar, la expresion positiva
de los marcadores de superficie (CD105, CD73 y
CD90) y ausencia de la expresion de marcadores
hematopoyéticos (CD45, CD34, CD14 o CD11b,
CD79alfa o CD19 y HLA-DR), asi como la capaci-
dad para diferenciarse in vitro a osteoblastos, adi-
pocitos y condrocitos.*® Por otra parte, se han lo-
grado aislar CTM en bajas densidades en la san-
gre %griférica en especies animales como ovino™ y
rata.” Las células troncales mesenquimales tiene
un potencial de revolucionar el tratamiento de en-
fermedades ortopédicas y de discapacidad, pues
tienen la habilidad de renovarse vy diferenciarse a
varios tipos de tejidos bajo condiciones especifi-
cas. El uso de las CTM puede llegar a ser la clave
de la regeneracion natural celular, enfocando al
potencial de nuevos cultivos de tejidos y érganos
reemplazando el dafio o enfermedad del tejido.4
Por lo que si se puede obtener las CTM de una
manera mas sencilla y minimizando el riesgo de su
obtencién seria de gran beneficio para los pacien-
tes y los sistémas de salud. El beneficio del aisla-
miento de CTM de remanentes de sangre periféri-
ca de donacién, en contraste con otros tejidos
como la médula ésea, se eliminarian las desventa-
jas como el hecho de ser un procedimiento invasi-
vo y doloroso.

En éste trabajo se describe un primer abordaje en
el aislamiento de CTM de SP en humanos, sin el
antecedente de la aplicacion de factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF), lo que evita-
ria los efectos adversos propios de este tratamien-
to, asi como los criterios de seleccion especificos
de los pacientes. Con estos resultados, se ha po-
dido demostrar que es posible aislar células mono-
nucleares positivas para linea mesenquimal
(CD73, CD90 y CD105) que tienen la capacidad de
multiplicarse en cultivo monocapa y la posibilidad
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Figura 3. Expresion del inmunofenotipo de las células mononucleares a 14 dias de su cultivo in-vitro. En las micro-
fotografias se observa por inmunofluorescencia la marca positiva de color verde y los nlcleos de las célulasen
azultefiidos con DAPI. En los histogramas por citometria de flujo el pico delimitado porlalinea gris representa el
control de isotipo; el pico de color lila representala marca positiva del anticuerpo asignado.

de ser utilizadas para el tratamiento de enferme-
dades o generacion de nuevos modelos dentro de
la ingenieria tisular. Esta poblacion celular se pue-
de expandir de forma exponencial para luego ser
aislada del resto de las células negativas a los
marcadores de superficie de CTM. De ésta forma
es posible obtener un nimero suficiente de me-
senquimales que se requiera para ensayos precli-
nicos, ya que es importante recordar que pueden
ser expandidas durante muchos pases sin que
pierdan su capacidad de diferenciarse a cualquier
linaje de origen mesenquimal. Se requieren estu-
dios con mayor niumero de muestras para determi-
nar si estos resultados persisten constantes, asi
mismo es importante cuantificar y estudiar de for-
ma cotidiana los buffy coat generados como
desecho en los bancos de sangre y transformarlo
en una fuente de facil acceso que genere un banco
de CTM para ensayos pre-clinicos sin el riesgo de
morbilidad por toma de muestras o por la adminis-
tracién de G-CSF.

Conclusion

Es posible aislar del remanente de donacién san-
guinea una poblacién de células con marcadores
positivos para CTM (CD73, CD90 y CD105), capa-
ces de adherirse al plastico y multiplicarse dismi-
nuyendo significativamente la expresion de marca-

dores hematopoyéticos e incrementando la de
marcadores caracteristicos del linaje mesenquimal
a los 14 dias de cultivo in-vitro.
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