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ABREVIATURAS

ALP 6 AFA = Actividad de fosfatasa alcalina
BMP-7 = Proteina morfogénica de hueso-7

BP = Proteinas transportadoras o de union

CTM = Células troncales mesenquimales
CTMMO-= Células troncales mesenquimales de médula 6sea
DEXA = Dexametasona

DMEM= Medio dulbecco modificado de eagle
EGF = Factor de crecimiento epidérmico

FCs = Factores de crecimiento

FGFb = Factor basico de crecimiento fibroblastico
FT = Factor de transcripcion

Hanks = Solucion salina Hanks

IGF-I = Factor de crecimiento tipo Insulina-I
IGFBPs = Proteinas de unién al factor de crecimiento tipo insulina
MEC = Matriz extracelular

MTT = Azul de tetrazolio

MSC = Mesenchymal stem cells

OP-1 = Proteina osteogénica -1

PBS = Solucién salina amortiguadora de fosfatos
PE-1 = Prostaglandina E-1

SFB = Suero fetal de bovino

TK = Tirosina-cinasas

a-MEM = Medio minimo esencial alfa

B-GP = B-Glicerofosfato
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RESUMEN

Las células troncales mesenquimales (CTM 6 MSCs) son capaces de auto
replicarse y diferenciarse hacia una variedad de estirpes celulares incluyendo
osteoblastos, condrocitos, adipocitos, células endoteliales, musculares vy
recientemente descrito, a células neuronales. Por sus caracteristicas como
viabilidad, multipotencialidad, plasticidad y la capacidad de auto-renovacion, las
hace tedricamente la primera eleccion para el tratamiento de muchas
enfermedades, asi como en la reparacion y regeneracion de tejido 6éseo. Por otro
lado, diversos factores de crecimiento potencializan la diferenciacion vy
regeneracion 0sea /n vitro, dentro de los cuales se incluyen: el BMP-7, IGF-1,
EGF, FGFb y PE-1. El objetivo del presente estudio fue realizar un analisis
comparativo por separado de tres condiciones de cultivo para la proliferacion y
diferenciaciéon de las células troncales mesenquimales de médula 6sea de
pacientes con osteosarcoma (CTMMO), hacia osteoblastos con: 1) medio
osteogeénico, compuesto por a-MEM, dexametasona, [-glicerofosfato y SFB al
15%; 2) medio diferenciador, el cual es un medio comercial (NH OsteoDiff
Médium, Miltenyi Biotec); y 3) medio osteogénico suplementado por separado, con
cada uno de los factores de crecimiento: FGFb, EGF, IGF-I, BMP-7 y PE-1. Los
experimentos realizados revelaron un mayor efecto en la proliferacion vy
diferenciacién con el medio osteogenico adicionado con factores de crecimiento;
tal es el caso del medio osteogénico adicionado con EGF (10ng/mL) o la PE-1
(35ng/mL) los cuales mostraron un efecto proliferativo y en presencia del FGFb (5
ng/mL), se observd un efecto diferenciador, con un incremento significativo en la
actividad de fosfatasa alcalina. Por lo cual, la mejor condicion de cultivo para
diferenciar las CTMMO hacia osteoblastos es el medio osteogénico suplementado
con FGFb.
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ABSTRACT

Mesenchymal stem cells (MSCs or CTM) are able to self replicate and differentiate
into a variety of cell lineages, including osteoblast, chondrocytes, adipocytes,
endothelial cells, muscle, and recently described into neuronal cells. Due to its
characteristics and viability multipotency plasticity and the capacity for self-
renewal, theoretically makes the first choice for the treatment of many diseases, as
well as repair and regeneration of bone tissue. Moreover, various growth factors
potentiate the differentiation and bone regeneration /n vifro, among which include:
the BMP-7, IGF-1, EGF, bFGF and PE-1. The aim of this study was to conduct a
comparative analysis of three separate culture conditions for proliferation and
differentiation of mesenchymal stem cells from bone marrow of patients with
osteosarcoma (CTMMO) to osteoblasts with: 1) osteogenic medium, composed by
a-MEM, dexamethasone, B-glycerophosphate and 15% FBS, 2) differentiator
medium, which is a commercial medium (NH OsteoDiff Medium, Miltenyi Biotec),
and 3) supplemented osteogenic medium, separately with each of the growth
factors: bFGF, EGF, IGF-I, BMP-7 and EP-1. Experiments showed a greater
proliferative effect and differentiating with osteogenic medium with added growth
factors, such is the case of the supplemented medium osteogenic with EGF
(10ng/mL) and PE-1 (35ng/mL) which showed a proliferative effect higher than the
other conditions, and in the presence of bFGF (5ng/mL) showed an effect on
osteoblast differentiation, with a significant increase in alkaline phosphatase
activity. Therefore, the best culture conditions to differentiate CTMMO into
osteoblasts is osteogenic medium supplemented with bFGF.

v



. INTRODUCCION

ESTRUCTURA OSEA

El hueso constituye gran parte del esqueleto humano, gracias a su resistencia, es
la malla sobre la cual, los tejidos blandos se unen y actuan en conjunto para
producir movimientos (Alberts, et al. 2002; Ham, et al. 1985). Es un tejido
conectivo calcificado, donde estan incluidos los osteoblastos, osteocitos y
osteoclastos, quienes se encargan de la sintesis, mantenimiento y resorcion de la
matriz calcificada (Durup, et al. 2006; Estrada y cols. 2006). Esta cubierto en su
superficie externa por tejido conectivo ostedgeno especializado, llamado periostio;
este contiene células capaces de diferenciarse en osteoblastos y producir hueso.
La superficie interna, también esta cubierta por una delgada capa celular, llamada
endostio, el cual, también posee capacidad ostedgenica (Ham, et al.1999; Durup,
et al. 2006; Estrada y cols. 2006)
Se reconocen cuatro tipos celulares en el crecimiento éseo activo y son:

e La célula osteoprogenitora

e El osteoblasto

e El osteocito

e El osteoclasto

CELULAS OSTEOPROGENITORAS

Se encuentran sobre la capa interna del periostio adyacente a la superficie externa
del hueso, en el endostio, el cual recubre los conductos de Havers y sobre la
trabécula de la matriz cartilaginosa de las metafisis dseas en crecimiento. Estas
células son consideradas como un precursor de los osteoblastos y células de
revestimiento 6seo, son células alargadas, con nucleo oval, y tienen un citoplasma
acidofilo o ligeramente basofilo. Proliferan durante el periodo de crecimiento éseo,
pero comienzan a ser menos activas durante la vida adulta (Durup, et al. 2006;
Estrada y cols. 2006). También son consideradas como pre-osteoblastos, las

cuales compartes caracteristicas fenotipicas comunes de osteoblastos, como



actividad de fosfatasa alcalina, pero estas células no expresan todos los

marcadores de osteoblastos maduros (Handschel, et al. 2006).

OSTEOBLASTOS, OSTEOCITOS Y OSTEOCLASTOS

Los osteoblastos maduros, son caracterizados por la capacidad de sintetizar
activamente matriz ésea, la cual finalmente se mineraliza; también expresan varios
marcadores fenotipicos como gran actividad de fosfatasa alcalina, sintesis de
colageno (principalmente tipo 1), y proteinas de matriz 6sea no-colagenos como
osteocalcina y osteopondina. Los osteoblastos expresan receptores para varias
hormonas, vitamina D3, estrégeno y glucocorticoides, los cuales se involucran en
la regulacion de la diferenciacion osteoblastica (Handschel, et al. 2006). La matriz
0sea no calcificada se conoce como osfeoide y posteriormente los osteoblastos
agregan el fosfato de calcio a la matriz osteoide para formar hueso.

Los osteoblastos son células polarizadas, es decir, tienen una cara plana
adyacente a la superficie 6sea y una superficie libre distal redondeada (Ham, et al.
1985); ademas son los precursores de los osteocitos y cuando la actividad
sintética de los osteoblastos disminuye, las células se aplanan y desaparece su
basofilia, y decrece su actividad enzimatica. Conforme los osteoblastos se
incluyen en la matriz que estan produciendo, desarrollan prominencias largas vy
delgadas denominadas pseudopodos, estos permiten que se mantengan en
contacto con los osteoblastos vecinos, los cuales también se convierten en
osteocitos. Con el curso de su inclusidn en la matriz, las prominencias quedan
cerradas, formando canaliculos en donde residiran hasta que queden al
descubierto durante la remodelacién o reparacion 6sea. (Alberts, et al. 2002).

Una vez que los osteoblastos estan incluidos en la matriz se denominan
osteocitos, estos adquieren una morfologia estrellada, con varias prominencias
delgadas y se nutren por medio de los diminutos canaliculos y pseuddpodos
osteociticos encapsulados (Estrada y cols. 2006). Estos osteocitos son las células
de hueso mas abundantes, porque hay 10 veces mas osteocitos que osteoblastos
(Handschel, et al. 2006).



Los osteoclastos son células gigantes multinucleadas, que miden 100 pm de
diametro y pueden contener hasta 50 nucleos. Siempre se localizan en sitios de

resorcion 6sea (Durup et al. 2006).

ALTERACIONES OSEAS

Existe una enorme cantidad de alteraciones 6seas causadas por traumas, tumores
y enfermedades congénitas, etc., dentro de las cuales, los tumores 6seos son los
de mayor importancia médica y requieren un tratamiento clinico preciso (Estrada y
cols. 2006).

Los tumores Oseos varian por su aspecto, tamafio y sus caracteristicas
histologicas y bioldgicas; oscilan desde lesiones inocuas, hasta un proceso
rapidamente mortal (Robbins, et al. 2008).

En general, los tumores fibrosos y productores de matriz son los mas frecuentes.
Excluyendo a las neoplasias malignas de origen medular (mieloma, linfomas y
leucemias), el osteosarcoma es el cancer primario de hueso mas frecuente (Durup
et al. 2006, Robbins, et al. 2008).

OSTEOSARCOMA
Es un tumor déseo maligno, que se origina en las células Gseas y se asienta

principalmente sobre la metafisis de los huesos largos, en especial en el extremo
distal del fémur y en el extremo proximal de la tibia y humero (Lane, et al. 1986;
Marinna, et al. 2004; Janes-Hedder 2002; Pierz, et al. 2001). Aproximadamente el
50% de los casos se originan en el area alrededor de la rodilla y menos del 10%
presenta osteosarcoma en la pelvis (Mejia y cols. 2002).

Anualmente se diagnostica en aproximadamente 400 sujetos menores de 20 afios
en USA (Marinna, et al. 2004). En los adolescentes, es el tercer tipo mas comun
de cancer después de las leucemias y los linfomas (Janes-Hedder 2002). En
México (2002), se reporta que de los niflos y adolescentes derechohabientes del
IMSS, el 74% de los casos identificados con un tumor Oseo presentaron
osteosarcoma y que los tumores O0seos constituyen la séptima causa de muerte

por cancer (Hoffer, et al. 2002; Martinez y cols. 2004). La causa del osteosarcoma



aun no se conoce, diversos estudios lo han asociado con el retinoblastoma y se
presupone una anormalidad genética que predispone a los niflos a estos tipos de
cancer (Lane, et al. 1986; Marinna, et al. 2004). En diversos estudios se ha
encontrado una mutacion en el gen RB en el cromosoma 13q en el 60-75% de los
osteosarcomas y mutaciones en el gen p53 localizado en el cromosoma 17, en al
menos 30-50% de los casos. (Berman, et al. 2008; Kim, et al. 2008)

Se ha propuesto que la edad de aparicion del osteosarcoma, tiene que ver con el
crecimiento rapido de los huesos. (Marinna, et al. 2004; Janes-Hedder 2002; Pierz
et al. 2001; Berman, et al. 2008; Kim, et al. 2008)

Hay dos picos en donde es mas probable la aparicién de esta patologia; el primero
es, en la segunda década de la vida entre los 10 y 15 afios (Lane, et al. 1986;
Hoffer,, et al. 2002) y el segundo en los adultos mayores de 60 afios (Mejia y cols
2002); es casi dos veces mas comun en los hombres que en las mujeres (Lane, et
al. 1986; Mejia y cols. 2002), en los hombres aparece en promedio uno o dos afios
de edad antes que las mujeres (Hoffer et al. 2002), y es mas frecuente en la raza
negra que en la blanca (Lane, et al. 1986).

Se ha descrito que la exposicién a ciertos compuestos ambientales y a campos
electromagnéticos pueden ser, una causa de las neoplasias en la poblacion infantil
(Hoffer, et al. 2002), se encuentra documentado que la exposicion a radiaciones
constituye un factor de riesgo para el osteosarcoma (Marinna, et al. 2004; Janes-
Hedder 2002; Pierz, et al. 2001; Hoffer, et al. 2002).

La mayoria de los pacientes con osteosarcoma presentan sintomas y signos que
incluyen: dolor, aumento de temperatura, inflamacién de la region afectada y
disminucién de movilidad de las articulaciones (Marinna, et al. 2004; Mejia y cols.
2002), Es comun que estos sintomas empiecen varios meses antes de que se
haga el diagnostico (Mejia y cols. 2002).

La extirpacion completa del tumor es el objetivo principal en el manejo de los
tumores déseos, sin embargo, uno de los grandes retos en ortopedia es ofrecer al
paciente que su extremidad tendra funcionalidad y por consiguiente, llevara una
adecuada calidad de vida. En la década de los 70’s surgieron los procedimientos

de conservacion de las extremidades de los pacientes con osteosarcoma, como



resultado del advenimiento de esquemas quimioterapéuticos mas efectivos
(Grimer, et al. 1999; Cara, et al. 1994; Enneking, et al. 1993), técnicas quirurgicas
nuevas (Malawer, et al. 1995; Kawai, et al. 1999) y la utilizacion de la ingenieria
biomédica (Grimer, et al. 1999); por lo que actualmente en muchas instituciones
de EU y Europa la conservacion de las extremidades es el tratamiento estandar
cuando hay tumores 6seos (Grimer, et al. 1999; Malawer, et al. 1995; Ayoub, et al.
1999).

Diversas técnicas, se han utilizado con el objeto de restituir o regenerar el tejido
0seo dafnado, una de estas técnicas son los implantes o trasplantes, los cuales se
dividen en: injertos autélogos, alogénicos, xenogénicos y dispositivos mecanicos.
Pero ninguno de los tratamientos convencionales ha podido suplir todas las
necesidades a la hora de tratar los problemas relacionados con la pérdida o
deterioro del tejido Oseo; por lo que, una de las soluciones alternas es la
“‘ingenieria de tejidos” 6 también conocida como medicina regenerativa. (Estrada y
cols. 2006; Braddock, et al. 2001).

INGENIERIA DE TEJIDOS O MEDICINA REGENERATIVA

La ingenieria de tejidos (IT) se define segun la Nacional Science Foundation
Workshop (NSFW) como un campo interdisciplinario de investigaciéon con
aplicaciones clinicas para restaurar, reemplazar o regenerar tejidos; y asi tratar
alguna funcion dafada, ya sea, por un defecto congénito, alguna enfermedad y/o
trauma. Este método se utiliza en combinacion de varios avances tecnoldgicos
que van mas alla de un trasplante tradicional y/o terapia (Langer-Vacanti 1993).

Ademas, en esta area, se aplican los principios y métodos de la ingenieria
(materiales, quimica de superficie, quimica, fisica, matematicas e ingenieria
computacional) a los principios de las ciencias de la vida (como son biologia
molecular, biologia celular, medicina de trasplantes, genética y cirugia), para
comprender, la relacidn funcion-estructura de los tejidos normales, patologicos y al
desarrollo de nuevos tejidos o constructos para aumentar, restaurar o mantener

los sistemas bioldgicos existentes (Vacanti, et al. 1999).



Este nuevo campo, utiliza la combinacién de células, biomateriales y factores de
crecimiento para lograr la regeneracion o reparacion rapida de los tejidos con
propiedades mecanicas y bioquimicas semejantes a las del tejido original.

En la actualidad, existe una enorme lista de tejidos que pueden fabricarse
mediante la ingenieria de tejidos, como: hueso, higado, musculo cardiaco,
pancreas, piel, vejiga, uretra, traquea, rifion, cartilago, y muy recientemente
valvulas de corazon. Sin embargo, la produccién de la mayoria de estos tejidos se
realizan a nivel experimental en animales (Vacanti, et al. 1999; Estrada y cols.
2006; Langer-Vacanti 1993).

ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS EN LA REGENERACION OSEA

Existen diferentes alternativas en la ingenieria de tejidos, en cuanto al tipo de
células para implantar como tratamiento en la regeneracion 6sea, ya sea el uso
actual de células obtenidas de tejido éseo autdlogo (periostio principalmente) o el
de células madre, también referidas como células troncales mesenquimales (CTM
0 MSCs por sus siglas en ingles), las cuales por sus caracteristicas se convierten
en la primera eleccion para el tratamiento de diversas enfermedades (Vacanti, et
al. 1999; Estrada y cols. 2006; Langer-Vacanti 1993; Laurencin, et al. 1996;
Friedenstein, et al. 1969; Logeart, et al. 2005; Lakshmipathy, et al. 2005).

CELULAS MADRE

Las células ideales para la ingenieria de tejidos deben ser faciles de obtener y
expandir, que conserven su fenotipo, funcién y multipotencialidad para
diferenciarse o transdiferenciarse a una variedad de células especializadas
especificas de tejidos u organos y no deben generar respuestas inmunes. Lo
anterior ha despertado un gran interés por las células madre, debido a que, se
pueden replicar como células indiferenciadas sin perder su la capacidad de
diferenciacion a diferentes linajes (Laurencin, et al. 1996; Friedenstein, et al. 1969;
Logeart, et al. 2005; Lakshmipathy, et al. 2005).



Dos clases de células madre son las mas estudiadas hasta el momento, las de
origen embrionario (boton embrionario) y adulto (principalmente de médula ésea y
tejido adiposo, entre otros) (Logeart, et al. 2005; Lakshmipathy, et al. 2005).

Las células madre embrionarias tienen el potencial de diferenciarse en cualquier
tipo de tejido y de manera natural no son inmunogénicas, pero a pesar de las
ventajas que presentan, su utilizacién se ve muy limitada por los problemas de tipo
ético y metodoldégico que las rodean; ademas, no se conocen los mecanismos
particulares para su diferenciacion. Por otro lado, las células madre de individuos
adultos han mostrado la capacidad de formar algunos tipos de tejidos y
actualmente es la fuente celular mas utilizada en la Ingenieria de tejido éseo, se
localizan principalmente en la médula 6sea (MO) (Munévar, et al. 2005; Lechner,
et al. 2007).

La MO contiene al menos 2 tipos de células madre: las hematopoyéticas (CMH) y
las mesenquimales (mesenchymal stem cells, MSC) o también referidas como
células troncales mesenquimales (CTM), estas células son de gran interés porque
pueden facilmente aislarse del aspirado de medula ésea y generan facilmente
colonias a partir de células individuales en cultivos /n vifro. Estas colonias pueden
ser expandidas alrededor de 50 veces su poblacion celular, en 10 semanas y
pueden diferenciarse hacia osteoblastos, adipocitos, condrocitos, miocitos,
astrocitos, oligodentrocitos y neuronas. Por estas razones, estas células son
evaluadas por su potencial uso en la terapia genética y celular de algunas
enfermedades. Trabajos previos demostraron que las colonias derivadas de
células individuales de CTM son heterogéneas y presentan morfologia diferente:
células en forma de huso, células largas, cuboidales y aplanadas. También se ha
demostrado que las colonias contienen células extremadamente pequefias que se
renuevan rapidamente por si mismas (células RS). Las células RS parecen ser los
primeros precursores en los cultivos y tienen un gran potencial para diferenciarse
a multiples linajes (Flores-Figueroa 2006; Colter et al. 2001; Gronthos et al. 2003;
Simmons et al. 1991).

En este sentido, las CTM, muestran un fenotipo estable, permanecen en

monocapa y se han utilizado con mayor frecuencia en la formacién de tejido 6seo,



tendon, cartilago y musculo. En la figura 1 se muestra los diferentes linajes que se

generan a partir de las células troncales mesenquimales.
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Figura 1. Diferenciacion de las células troncales mesenquimales de medula 6sea hacia
diferentes tejidos. Se observa las diferentes etapas de diferenciacion que adquiere este
tipo celular para formar un tejido, por ejemplo, en el tejido dseo, en el cual, este tipo
celular, primeramente se diferencia a osteoblastos y posteriormente a osteocito.
Fotografia tomada de TRENDS in Molecular Medicine 2001: 7(6).

CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES (CTM).

Fueron originalmente descritas por Friedenstein en 1966, estas células son
capaces de auto replicarse y diferenciarse hacia una variedad de lineas celulares,
sus principales caracteristicas de viabilidad, multipotencialidad y la capacidad de
auto-renovacién, las convierte en la primera eleccion para el tratamiento de
muchas enfermedades (Lakshmipathy, et al. 2005; Munévar, et al. 2005; Lechner,
et al. 2007; Flores-Figueroa 2006).



Son multipotenciales, porque tienen la capacidad de dar origen a distintos tipos
celulares dentro de un mismo tejido o capa embrionaria. Ademas, tienen la
caracteristica de plasticidad, ya que son capases de diferenciarse en células
maduras distintas a las de su origen.

Hay mucha discrepancia sobre estas células, por lo que, la ISCT (International
Society for Cellular Therapy) ha definido a las CTM como una célula estromal
mesenquimal multipotente, refiriéndose a las células tipo fibroblastoides de médula
O0sea, que se adhieren al plato de cultivo, capaces de diferenciarse a multiples
lineas de tejido conectivo. También ha establecido un criterio minimo de
seguimiento para definir a las CTM humanas: (1) Deben ser plastico-adherentes y
tener una forma en huso (fibroblastoide) cuando se mantienen en condiciones de
cultivo estandar; (2) Deben expresar las moléculas de superficie CD105, CD73, y
CD90, y carecen de antigenos hematopoyéticos como: CD45, CD34, CD14,
CD79a y CD19; ademas la seleccion del medio de cultivo, puede tener un efecto
sobre la expresion de ciertos marcadores. (3) Deben ser capaces de diferenciarse
hacia adipocitos, condrocitos y osteoblastos in vifro (Flores-Figueroa 2006; Walker
et al. 2009).

OSTEOGENESIS
Es un proceso complejo que involucra la diferenciacion de células mesenquimales

hacia pre-osteoblastos y osteoblastos, por accion de un medio de cultivo. Diversos
autores, han utilizado la dexametasona para estimular los cultivos de medula 6sea
y asi formar tejido Oseo /in vifro. Han caracterizado bioquimicamente a los
osteoblastos por medio de la osteocalcina y la fosfatasa alcalina (Vega y cols.
2002; Handschel, et al. 2006; Sila, et al. 2007).

El medio de cultivo, que sirve para mantener a las células de medula ésea, es el a-
MEM, suplementado con antibiético, agentes antimicoticos y 15% de suero fetal de
bovino. Algunos autores también han usado al DMEM al 10% de SFB, como una
fuente de nutrientes esenciales y aminoacidos (Chaudhary, et al. 2004; Panagiota
et al. 2006).

Otros autores, han estudiado el efecto de afiadir varios factores de crecimiento, ya

sea solos 0 en combinacion con el medio de cultivo, como el factor de crecimiento



epidermal (EGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor
de crecimiento transformante 1 (TGF 3-1); los cuales han mostrado ser potentes
mitogénos para la proliferacion de estas células (Chaudhary, et al. 2004;
Panagiota, et al. 2006; Ito, et al. 2008; Antosz, et al. 1989; Hernandez, et al. 2006;
Terheyden, et al. 2001; Marks, et al. 2001; Lieberman, et al. 2002).
Morfolégicamente, la poblacion celular estromal adherente en los cultivos de
expansion parecen ser fibroblastos, también estos cultivos de medula Osea
humana contienen células positivas a CD14 y CD40 (marcadores para macréfagos
y células linfo-hematopoyeticas respectivamente), aproximadamente en un 5% de
la poblacion total. A un segundo pasaje estas células redondas han sido reducidas
frecuentemente (1-2% del total celular).

Diversos medios de cultivo han sido utilizados para diferenciar a las células de
medula 6sea a osteoblastos y facilitar la formacion de hueso /n vifro. Uno de ellos
es el medio estandar, que comprende a-MEM, 15 % de SFB, antibiético-
antimicotico y suplementado con dexametasona (Dex 10 M), &cido ascérbico (AA
50ug/mL) y B-glicerofosfato (B-GP 10mM) (Kawazoe, et al. 2008; Chaudhary, et al.
2004).

DEXAMETASONA.

Es un glucocorticoide sintético que estimula la diferenciacion celular de los
progenitores osteogénicos. Esta concentracion dependiente, estimula desde un
rango de 10°M a 107 M y es requerida para la formacién de tejido éseo in vitro
(Zhou, et al. 2006;)

B-GLICEROFOSFATO (B-GP).

Es afadido hacia el medio de cultivo como una fuente de fosfato organico, que
facilita el proceso de mineralizacion de la matriz 6sea. Mientras que la
concentracion de fosfato inorganico del a-MEM se encuentra en un rango
fisiolégico.

/n vivo, varios fosfatos organicos actuan como sustratos para la enzima fosfatasa

alcalina, la cual esta asociada a la membrana celular y se ha visto que, el nivel de
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expresion mayor de la fosfatasa alcalina se encuentra en los pre-osteoblastos
(Panagiota, et al. 2006).

ACIDO ASCORBICO (AA)

Acelera la produccion de matriz extracelular en forma de colageno, que es otro de
los factores principales durante el proceso de reparacion (Hernandez et al. 2006).

MARCADORES DE DIFERENCIACION Y FORMACION OSEA

Estas son las proteinas sintetizadas por los osteoblastos (Molina y cols. 2003)
e Fosfatasa alcalina 6sea (FA)
e Osteocalcina

e Colageno tipo |

FOSFATASA ALCALINA OSEA (FA)

La fosfatasa alcalina, es una enzima abundante en los osteoblastos y se eleva
durante la formacion temprana de hueso, y los niveles elevados de FA se
correlacionan con la diferenciacion osteoblastica. (Cons M. 2003)

La FA se eleva en la infancia y adolescencia (debido al crecimiento), cuando hay
fracturas Oseas, en una enfermedad 6sea maligna (primaria o metastasica), en el
padecimiento de hiperparatirodismo primario y secundario, en la enfermedad de
Paget (Panagiota, et al. 2006).

OSTEOCALCINA

Es la proteina no-colageno mas abundante en la matriz 6sea, regula la
homeostasis del calcio, ya que inhibe la precipitacion de fosfato y calcio, para
evitar la mineralizacion excesiva de la matriz 6sea, es producida por el
osteoblasto, posterior a su sintesis, la mayor parte se incorpora a la matriz
extracelular del hueso. Su incremento refleja la actividad osteoblastica, y se asocia
con la mineralizacion del hueso, aunque las concentraciones no son siempre

paralelas a las de la fosfatasa alcalina ésea. (Cons M. 2003)
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COLAGENO TIPO I

Las fibras de colageno representan alrededor de un 90% la matriz 6sea y el
componente principal es el colageno de tipo-1. Aunque no se han establecido
correlaciones definitivas entre fragmentos de pro-colageno y formacion osea,
debido a esto, no han alcanzado un suficiente desarrollo para ser actualmente una
alternativa a la osteocalcina.

Por otro lado, el propéptido carboxiterminal de procolageno tipo | (PICP) es una
molécula precursora del colageno tipo |. Su cuantificacion da una idea de la
velocidad de sintesis del colageno tipo I.

OTRAS PROTEINAS NO COLAGENAS DE LA MATRIZ OSEA

Algunas de ellas son glucoproteinas fosforiladas, que participan en la regulacion y
el mantenimiento del proceso de mineralizacién. Estas proteinas no-colagenos
incluyen a la sialoproteina (BSP), la osteonectina y la osteopontina. La BSP es
sintetizada por los osteoblastos y se deposita en el tejido osteoide nuevo. Se ha
sugerido que esta involucrada en la regulaciéon del remodelado 6seo. La
osteopontina y la osteonectina pueden ser sintetizadas por los osteoblastos, pero
también estan presentes en otros tejidos conectivos. La osteopontina se fija a la
hidroxiapatita y a las células, participa durante la resorcion osteoclastica via
mediacion de la fijacion de los osteoclastos a la superficie de la fase mineral.

Por otro lado, la diferenciacion de las CTM a diferentes linajes, se ve afectada por
diferentes factores de crecimiento que promueven el cambio de fenotipo (Becerra
et al. 2001; Lechner V. 2007; Lieberman, et al. 2002).

Por lo que, las células osteoblasticas, los factores de crecimiento y la matriz
extracelular, son los actores de la obra osteogénica, pero todos ellos, estan en un
proceso integrado y orquestado en el organismo bajo multiples influjos hormonales
(Lieberman, et al. 2002).
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FACTORES DE CRECIMIENTO (FCs)

El conocimiento sobre el desarrollo embrionario del hueso ha llevado al
descubrimiento de los factores que regulan la diferenciacion y la proliferacion
celular. Por otro lado, los resultados obtenidos de estudios experimentales han
establecido que los FCs juegan un papel importante en la formacién de hueso y
cartilago, en la recuperacion de fracturas y reparacion de otros tejidos musculo
esqueléticos. Recientemente con el descubrimiento de proteinas recombinantes,
ha sido de gran interés el uso de los FCs como agentes terapéuticos en el
tratamiento del dafio esquelético (Lieberman, et al. 2002).

En general los FCs, puede ser polipéptidos, glicoproteinas y otras moléculas
relacionadas, que son producidos en cantidades muy limitadas, que estimulan o
inhiben la proliferacion, la diferenciacion y las funciones especializadas de casi
cualquier tipo de célula (Maldonado y cols. 1996).

Los FCs pueden actuar sobre: 1) la misma célula que lo produce, por via
autocrina; 2) en células vecinas, por via paracrina y/o 3) en un grupo celular
distante, por via endocrina (Ganong y cols. 1994; Alberts, et al. 2002).

Los FCs son sintetizados en el reticulo endoplasmico en forma de grandes
moléculas precursoras: pre-pro-factores o pro-factores; luego se almacenan en
forma de granulos en el aparato de golgi; alli se realiza el procesamiento de los
pre-pro-factores y de los pro-factores en factores y finalmente, los granulos son
vertidos al liquido extracelular mediante exocitosis (Vega y cols. 2002).

Al ingresar al liquido extracelular ya sea intersticial o plasmatico los FCs se fijan
rapidamente, a proteinas que impiden su degradacion y que se denominan:
Proteinas Transportadoras o de Union (Binding Proteins o BP). Al igual que las
hormonas, los FCs sdlo ejercen efectos fisioldgicos cuando no estan unidos a las
BP y en consecuencia, pueden unirse facilmente a los receptores de las células
blanco (Vega y cols. 2002).

MECANISMO DE ACCION
Al igual que otros mensajeros quimicos, los FCs ejercen sus efectos, inicialmente,

mediante la unién a receptores especificos ubicados en la membrana celular.
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Por lo general, estos receptores son enzimas que catalizan la fosforilacion de las
proteinas en tirosina, por lo que se las denomina tirosina-cinasas (TK); o hay otros
tipos de receptores que también son cinasas que fosforilan en residuos de serina 'y
treonina. Las TK inician reacciones en cascada, que ademas son ramificadas. Por
lo general, la union entre receptor y ligando lleva a la autofosforilacion y activacion
de la enzima receptora. El receptor activado se une a proteinas citoplasmaticas
gue inician una cascada, que culmina con la fosforilacién de proteinas, que a su
vez fosforilan factores de transcripcidn cuya activacion determina que se modifique
la expresion de ciertos genes, y produzcan una respuesta celular tréfica
(proliferacion y diferenciacion celular) o metabdlica (funcién celular especializada),
ultima etapa de la serie de reacciones (Vega y cols. 2002; Barbeito y cols. 2005).

Los factores de transcripcion (FT), son unas proteinas intracelulares que se
activan como parte de las vias de sefalizacion iniciadas por la union intracelular
de un receptor. Los FT activados, viajan hacia el nucleo, se enlazan hacia el DNA
nuclear e inducen la expresion de un nuevo gen o conjunto de genes. La
expresion de estos nuevos genes cambia las caracteristicas de la célula. Esta
secuencia de eventos, es similar a aquellos que ocurren con otros agentes tales
como hormonas esteroides, las cuales se enlazan a receptores intracelulares e

inducen diferentes tipos de vias de sefializacién intranucleares.

FUNCIONES DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN LAS CELULAS
OSTEOPROGENITORAS.

Los FCs mas relacionados con la osteogénesis son: las proteinas morfogénicas
oseas (bone morphogenetic protein BMP), el factor de crecimiento semejante a la
insulina (/nsulin-fike growth factor IGF), el factor transformante del crecimiento de
tipo beta (fransforming growth factor beta TGFb), el factor de crecimiento derivado
de plaquetas (p/atelet derived growth factor PDGF), el factor de crecimiento
endotelial vascular (vascular endotelial growth factor VEGF) y el factor de
crecimiento fibroblastico (fibroblast growth facfor FGFb) (Barbeito y cols. 2005;
Schilephake, H 2002; Handschel, et al. 2006; Kim, et al. 2007).

A continuacion se describen las principales familias de factores de crecimiento que

intervienen en la reparaciéon osea.
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FAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO INSULINA (IGF)
El sistema del IGF comprende los factores de crecimiento IGF-I, IGF-Il y |la propia

insulina, sus receptores y una serie de proteinas denominadas IGFBPs, que
regulan la disponibilidad de los mismos.

La mayoria de estos FCs son sintetizados por el megacariocito, pero el IGF-1 y la
proteina que modula su actividad bioldgica, IGFBP-3 (insulin growth factor binding
protein -3) se sintetizan en el higado y se liberan al torrente sanguineo, y las
plaquetas son las encargadas de captar el factor por endocitosis y almacenarlo en
los granulos alfa. Se unen a receptores especificos para IGF1R (tirosin-cinasa) e
IGF2R (manosa 6- fosfato).

El IGF esta activamente involucrado en el desarrollo esquelético, su papel en la
reparacion y remodelacion del esqueleto adulto se ha convertido en un tema de
interés. Aunque el IGF-2 es el factor de crecimiento mas abundante en el hueso, el
IGF-1 se ha visto que es el mas potente y se ha localizado en la recuperacion de
fracturas en ratas y humanos; ademas, promueve la formacién de hueso por
estimulacion de la proliferacidon y diferenciacion de osteoblastos (Lieberman, et al.
2002; Nakayama, et al. 2006).

FAMILIA DEL FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO (FGF)
Son una familia de polipéptidos, de los cuales los mejor caracterizados son el

FGF-1 o FGFa (acido) y el FGF-2 o FGFb (basico) (Barbeito y cols. 2005; Arrieta y
cols. 2005; Bosque 2001; Ornitz y cols. 2001). El FGF es un polipéptido mitégeno
aislado de cerebro vy pituitaria, el cual se ha demostrado que es mitdbgeno para las
células derivadas del mesodermo en cultivo de tejidos. Sus efectos bioldgicos se
regulan mediante los receptores de superficie con alta afinidad. Desarrollan su
actividad a partir de la tirosina-cinasa (Barbeito y cols. 2005).

El FGFa y el FGFb promueven la proliferacién y diferenciacion de una variedad de
células, incluyendo células epiteliales, miocitos, osteoblastos y condrocitos. Los
efectos mitogénicos del FGFa han sido asociados con la proliferacion de
condrocitos, mientras que el FGFb es un potente mitdgeno y factor de
diferenciacion para los osteoblastos, tanto /n vifro como in vivo, ademas es mas

potente que el FGFa. Ambos han sido identificados durante etapas tempranas de
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la recuperacion de fracturas (Lieberman, et al. 2002; lto, et al. 2008; Kawazoe, et
al. 2008; Chaudhary, et al. 2004; Panagiota, et al. 2006).

FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)
El EGF estimula la proliferacidén de las células epidérmicas y de una gran variedad

de otros tipos celulares, tanto epiteliales como no epiteliales (Maldonado y cols.
1996; Vega y cols. 2002; Arrieta y cols. 2005).

In vifro, actia como mitégeno para fibroblastos, células mesenquimales,
condrocitos y células endoteliales. /n vivo, induce el desarrollo epitelial y promueve
la angiogénesis. También tiene un efecto en cultivos de osteoblastos y sobre los
constituyentes de la matriz extracelular, puede favorecer o inhibir la sintesis de

proteoglicanos (Antosz, et al. 1989; Hernandez, et al. 2006).

FAMILIA DE LAS PROTEINAS MORFOGENICAS DE HUESO (BMP)
Son citocinas, las cuales son miembros de la super familia del factor de

crecimiento transformante  (TGF-3). Actualmente, se conoce que la BMP-2, 4y 7
juegan un importante papel en la recuperacion 6sea, por medio de su capacidad
para estimular la diferenciacion de células mesenquimales hacia una linea
osteocondroblastica. La BMP-2, 4 y 7 se unen a receptores especificos para el
complejo serina/treonina-cinasa para iniciar la sefializacion celular. Recientemente
la BMP-7 han recibido la aprobacion de la FDA (food and drug administration USA)
para el tratamiento de las uniones de tibia (Kang et al. 2007). La BMP-7 es
también conocida como la proteina osteogénica-1 (rhOP-1), la cual es
osteoconductiva (Terheyden, et al. 2001), y ha sido evaluada en diversos
procedimientos de recuperacidn sobre defectos 0seos. Ademas este agente
osteogénico es capaz de regular la diferenciacion de osteoblastos y la formacion
de hueso /n vitro (Lieberman, et al. 2002; Chaudhary, et al. 2004).

PROSTAGLANDINAE -1 (PE-1)
Las prostaglandinas (PGs) son uno de los mas importantes factores locales con un

papel paracrino/autocrino en el hueso. Se ha reportado que el tejido esquelético
produce PGs y su produccion esta controlada por diversas hormonas como la

vitamina D3, calcitonina, glucocorticoides, glandula tiroides y esteroides sexuales.
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Las PG son producidas en respuesta a la inflamacidn, lesion y estrés mecanico y
se han visto implicadas en la regulacion local del metabolismo éseo. Varias
evidencias indican que las prostaglandinas estimulan la formacion de hueso in
vivo. Principalmente se conoce que la prostaglandina E-1 (PE-1 6 PGE-1) y la
prostaglandina E-2 (PE-2 6 PGE-2) tienen efectos en el tejido 6seo.

La infusion de PE-1 en infantes con lesion ciandtica de corazdn produce nueva
formacion de hueso periosteal (Ueda, et al. 1997) y la administracion sistémica y
local de PE-1 y PE-2 incrementa la formacién de hueso trabecular y periosteal en
perros y ratas (Marks, et al. 2001; Harad,a et al. 2007). Aunque se ha demostrado
que la PE-1 y PE-2 estimula la proliferacion de osteoblastos en érganos y cultivos
celulares, el mecanismo de la estimulacion de PG en la formacion de hueso
todavia no es claro. Solamente se sabe que se unen a receptores especificos,
como el EP4 (Harada, et al. 2007).
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[I. JUSTIFICACION

Diversas técnicas, se han utilizado con el objeto de restituir o regenerar el tejido
0seo dafiado a causa de los tumores y otras patologias, una de estas técnicas son
los implantes o trasplantes, pero tiene los siguientes inconvenientes: 1) es un
método costoso, 2) es deficiente por la falta de donadores, 3) se requieren
medicamentos para evitar el rechazo inmune, y 4) la vida media de un 6rgano
trasplantado es de 8 afios; por lo que muchos paises, han invertido dinero en la
busqueda de nuevos métodos que sustituyan o mejoren los trasplantes de
organos, surgiendo asi la ingenieria de tejidos (IT), con la cual, se pueden fabricar
diferentes tejidos autdlogos /in vitro, que evitan el rechazo del 6rgano trasplantado.
Desafortunadamente, la mayoria de estos tejidos son proyectos que solo se
realizan a nivel experimental en animales.

Una de las células de gran interés para la ingenieria de tejidos, en la formacion de
tejido 6seo, son las células troncales mesenquimales (CTM), porque, pueden
facilmente aislarse del aspirado de medula ésea, diferenciarse hacia osteoblastos,
y estas a su vez, sintetizar proteinas de matriz extracelular para formar un tejido
0seo.

Hasta el momento, se han estudiado diferentes sustancias que estimulan la
diferenciacion de CTM a osteoblastos como son: dexametasona, vitamina D3, (-
glicerofosfato y acido ascoérbico. Ademas, se ha comprobado experimentalmente
que algunos factores de crecimiento son expresados durante la curacion de
fracturas Oseas y varios de estos factores de crecimiento tienen efectos sobre la
proliferacion y actividad de los osteoblastos y células estromales de medula 6sea,
dentro de los cuales se incluyen: el BMP-7, IGF-1, EGF, FGFb y PE-1.

Ademas, la formacion de hueso puede variar dependiendo de los cultivos
primarios, obtenidos de la medula 6sea y principalmente, de las condiciones de
cultivo. Por lo que, para ser consideradas las CTMMO en la terapia clinica, el
sistema de las CTMMO necesita ser altamente estandarizado y eficazmente

reproducible en la formacion de hueso.
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Por lo anterior, el siguiente trabajo intenta aportar las condiciones optimas de
cultivo para la proliferacion y diferenciacion de las CTMMO a osteoblastos
obtenidos de pacientes con osteosarcoma y asi mejorar la calidad de los
osteoblastos y expresion o sintesis de proteinas de matriz extracelular, en un

menor tiempo, lo que conlleva a una adecuada reconstitucion del tejido 6seo.
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[1I. HIPOTESIS

Si obtenemos las células troncales mesenquimales de la medula 6sea de
pacientes con osteosarcoma, y las diferenciamos /n vifro, hacia osteoblastos con:
medio osteogénico (a-MEM, dexametasona, [B-glicerofosfato y 15% de SFB),
medio diferenciador y medio osteogénico mas FGFb, EGF, IGF-I, BMP-7 y PE-1;
entonces, favoreceremos la diferenciacién, proliferacion y sintesis y/o expresiéon de
las proteinas de matriz extracelular, y al realizar una comparaciéon morfolégica y
bioquimica, obtendremos la mejor condicion de cultivo, para generar osteoblastos
a partir de CTMMO.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Analizar y comparar el efecto en la proliferacion y diferenciacién celular de tres
condiciones de cultivo en células troncales mesenquimales de médula Osea

provenientes de pacientes con osteosarcoma.

OBJETIVOS PARTICULARES

A. Obtener y caracterizar a las células troncales mesenquimales de medula
O0sea de pacientes con osteosarcoma, mediante inmunohistoquimica y
citometria de flujo.

B. Evaluar la multipotencialidad de las células troncales mesenquimales de
medula 6sea mediante la diferenciacion hacia adipocitos con la tincion con
rojo oleoso.

C. Diferenciar in vitro las células troncales mesenquimales de médula ésea
hacia osteoblastos a 5, 12 y 20 dias de cultivo, utilizando tres condiciones
de cultivo diferentes

D. Evaluar la proliferacion celular /n vifro de las células troncales
mesenquimales de médula ésea y de las diferenciadas hacia osteoblastos
a 5, 12 y 20 dias de cultivo.

E. Evaluar la actividad de fosfatasa alcalina /n vifro de las células troncales
mesenquimales de médula ésea diferenciadas hacia osteoblastos a 5, 12 y
20 dias de cultivo.

F. Caracterizar las células troncales mesenquimales de médula Osea
diferenciadas hacia osteoblastos mediante inmunohistoquimica vy
citometria de flujo a los 12 dias de cultivo /n vitro.
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V. MATERIAL Y METODOS

AISLAMIENTO DE LAS CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES.
El aspirado de medula 6sea de pacientes pediatricos con osteosarcoma, se

transportd al laboratorio en un tubo falcon de 50 mL estéril con heparina. En
condiciones de esterilidad, se le agregd 10 mL de solucion Hank's 1X (10X
GIBCO) y de este aspirado se separo, a las células mononucleares mediante un
gradiente de NycoPrepT"’I 1.077 g/mL. Posteriormente se centrifugé por 30 minutos
a 1500 rpm (SORVALL). Las células mononucleares obtenidas de la interface
PBS-NycoPrep, fueron lavadas en dos ocasiones con solucion Hank’'s 1X y
centrifugadas por 10 minutos a 2000 rpm, finalmente fueron sembradas en placas
de cultivo de 6 pozos (CORNING). A cada pozo se le agregd 3 mL de medio
DMEM (GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB),
antibiotico-antimicotico 1% (GIBCO) y se cultivaron en una incubadora (REVCO) a
37°C, humedad saturada y 5% de CO,. A las 72 horas se realiz6 un lavado con la
solucion de Hank’s 1X para eliminar las células no adherentes y se adiciono medio
fresco. Una vez que los cultivos alcanzaron una confluencia celular del 80%, se
procedié a resembrarlos. Para estas resiembras, se utilizé6 una solucion de
tripsina-EDTA (0.025%, GIBCO), la cual, se incub6 por 10 min a 37°C y las células
fueron despegadas del sustrato. Posteriormente las células fueron lavadas en dos
ocasiones con PBS estéril y se sembraron a una concentracién de 2 x10° cel/mL
en cajas petri de 100 mm x 20mm (CORNING) con 10mL de DMEM adicionado
con 10% de SFB. Estas células se resembraron hasta un tercer pase para su

evaluacion y posteriormente su diferenciacion celular hacia osteoblastos.

MULTIPOTENCIALIDAD CELULAR.
Para comprobar su multipotencialidad de las CTMMO, se diferenciaron hacia

adipocitos, mediante un medio adipogénico (a-MEM, dexametasona (DEXA) 10°
M, isobutilmethylxanthine (IBMX) 0.5 mM, e insulina 10 pg/mL) por 15 dias en
placas de cultivo de 6 pozos, transcurrido ese tiempo se fijaron con una solucién

de formaldehido al 10% y se caracterizaron mediante la tincion con rojo oleoso.
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CARACTERIZACION CELULAR DE LAS CTMMO.

-POR INMUNOHISTOQUIMICA
La caracterizacion celular se realizo utilizando el kit En vision+® System-HRP

(DAB) (DakoCytomation), y los siguientes anticuerpos: Anti-Stro-1 (monoclonal,
CHEMICON) dilucion 1:25; Anti-CD105/Endoglin (monoclonal, R&D), dilucién
1:5000 y Anti-CD14 (monoclonal, CHEMICON) dilucién 1:100.

Las CTMMO de pacientes con osteosarcoma, se evaluaron al tercer pase. Esta
evaluacion se determin6 de la siguiente manera: las CTMMO se sembraron en
placas Lab-Tek de 8 pozos (Nalge Nunc Int), a una concentracién de 20x10°
células por pozo y se mantuvieron en medio DMEM adicionado con 10% de SFB a
37°C y 5% de CO; hasta alcanzar una confluencia del 70-80%. Posteriormente, las
células fueron fijadas con acetona fria (-20°C) (SIGMA) por 1 min, se lavaron con
PBS/tween 20 y se bloquearon con la solucion de peroxidasa enddgena por 10
min, después las células se lavaron con agua destilada y se volvieron a incubar
por 10 minutos con el bloqueador universal 1X (Biogener 10X). Transcurrido el
tiempo se decanto la solucion de cada pozo y se incubaron con los anticuerpos
monoclonales arriba mencionados por 24 hrs, los cuales fueron disueltos en
PBS/tween 20. Posteriormente se lavd en dos ocasiones cada pozo con
PBS/tween 20 (0.01%), y se incubaron con el polimero del kit (labelled polymer-
hrp anti-mouse), durante 30 min. Transcurrido el tiempo de incubacion, se lavaron
2 veces con PBS/tween 20 y se agrego el cromoégeno (DAB) por 1 min, después
se lavo en tres ocasiones cada pozo. Finalmente, las preparaciones se tifieron con
hematoxilina por 1.5 min, se monté en resina sintética para observarse y evaluarse

en el microscopio de luz visible.

-POR CITOMETRIA DE FLUJO (FACS).
Las células fueron despegadas del sustrato utilizando tripsina-EDTA (0.025%) vy

fueron lavadas en dos ocasiones con PBS estéril y frio. Posteriormente, se
colocaron 2x10° células en viales y fueron incubadas con 100 pL de PBS-albtimina
sérica bovina al 0.01% (SIGMA) por 15 min.; transcurrido este tiempo se lavaron 2

veces con PBS frio y posteriormente se incubaron en 100 yL con los anticuerpos
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arriba mencionados, uno en cada vial por 45 min a 4°C. Posteriormente, se
lavaron en dos ocasiones con PBS y se centrifugaron. El boton celular obtenido de
cada vial, se re-suspendid6 y posteriormente se incubd con un anticuerpo
secundario anti-raton marcado con FITC (SIGMA) dilucion 1:200 por 30 min. Dos
viales se utilizaron como blancos, uno con células marcadas con FITC y otras sin
marcaje. Transcurrido el tiempo, las células se lavaron en dos ocasiones y se
centrifugaron. Cada boton celular fue re-suspendido en 1 mL de PBS y se
procedio a leerlos en un FACS-Scalibur en el canal 2, a una longitud de onda de
520 nm.

DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA.
Al tercer pase, las células troncales mesenquimales de médula 6sea de pacientes

con osteosarcoma, se sembraron en placas de cultivo de 6 pozos y se procedio a
diferenciarlas bajo tres condiciones de cultivo: 1) con 3 mL de medio osteogénico
compuesto de a-MEM (acido ascorbico, y vitamina D3 ), dexametasona 10 nM, B-
glicerofosfato 10 mM y se adiciono con 15% de SFB; 2) con 3 mL de medio
diferenciador, el cual es un medio comercial (NH OsteoDiff Médium, Miltenyi
Biotec) y sirvi6 como control positivo; y 3) con 3 mL de medio osteogénico
suplementado con los siguientes factores de crecimiento (uno en cada pozo):
BMP-7 (40 ng/mL. R&D), PE-1 (35 ng/mL. R&D), FGF-2 (5 ng/mL. SIGMA), EGF
(10 ng/mL. SIGMA), IGF-I (50 ng/mL. BIOSOURCE). Ademas se cultivaron estas
células por separado con DMEM adicionado con 10% SFB para que sirviera como
blanco (control negativo); este experimento se mantuvo en cultivo por 5, 12 y 20
dias, a 37°C, 5% de CO; y un ambiente humificado.

CINETICA DE PROLIFERACION MEDIANTE EL METODO DE MTT.
En placas de 24 pozos fondo plano (COSTAR) se sembraron las CTMMO a una

concentracion de 5x10° células/mL y se cultivaron con medio DMEM con 10% de
SFB, y mediante las tres condiciones de cultivo descritas con anterioridad para su
diferenciacion celular. Se evaluaron con el MTT (SIGMA) a diferentes dias: 5, 12, y
20 dias por triplicado. EI MTT es un colorante amarillo soluble en agua, el cual es
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reducido por las células vivas a formazan, un colorante purpura e insoluble en
agua.

La evaluaciéon se hizé de la siguiente manera: a tres pozos de cada una de las
condicién de cultivo, se les adicion6 40 L de la solucion de MTT-PBS (5mg/mL) y
fueron incubadas de 3-4 horas a 37°C; trascurrido el tiempo, se retiré6 el medio-
solucion de MTT-PBS, entonces los pozos se lavaron en dos ocasiones con PBS
1X y se les agregé 100 pL de alcohol isoamilico-HCI (0.04%) (SIGMA), se
resuspendio bien el precipitado azul (hasta que se disolvio) y se tomd una alicuota
de 30 yL para ser leidos en un lector de placas para ELISA (Tecan GENios) a 595

nm.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA FOSFATASA ALCALINA.
Para esta evaluacion se utilizd el p-Nitrophenyl Phosphate Liquid Substrate

System (SIGMA).

En placas de 24 pozos fondo plano, se sembraron las CTMMO a una
concentracién de 5x10° células/mL y se cultivaron en medio DMEM adicionado
con 10% de SFB y mediante las tres condiciones de cultivo descritas con
anterioridad para su diferenciacion. Se incubaron a los dias: 5, 12 y 20 dias por
triplicado. Posteriormente se evalué la actividad de fosfatasa alcalina a cada
muestra durante estos dias.

Brevemente, el medio de cultivo de cada pozo a evaluar, fue removido, y la capa
celular fue lavada 2 veces con PBS 1X y lisada con 20 uL del buffer de lisis que
contiene triton X-100 al 0.1% (SIGMA). El lisado celular (20 yL) se mezcl6 con
100 pL del buffer Tris-glicina pH 10.3 (50 mM Tris-HCI, 100 mM glicina, y 2 mM
MgClz) y 100 pL del p-nitrophenyl phosphate (SIGMA). La mezcla de reaccién fue
incubada en placas de 94 pozos de fondo plano, transparentes por 30 minutos a
37°C. Transcurrido este tiempo, se paro la reaccién afiadiendo 50 yL de NaOH 3
M y finalmente fueron leidas a 405 nm en un lector de placas Tecan GENios.
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CARACTERIZACION CELULAR DE LOS OSTEOBLASTOS.

-POR INMUNOHISTOQUIMICA
La caracterizacion celular se realiz6 al dia 12, utilizando el kit En vision+® System-

HRP (DAB) (DakoCytomation), y los siguientes anticuerpos: Anti-Osteopondina
(monoclonal, R&D), dilucion: 1:50 (10pg/mL); Anti-Osteocalcina (monoclonal,
R&D), dilucion: 1:50 (10 pg/mL); Anti-RUNX2/CBFA1 (monoclonal, R&D), dilucion:
1:50 (10 pg/mL); Anti-colageno tipo | (monoclonal, MILLIPORE), dilucion: 1:100,
Anti-fosfatasa alcalina (monoclonal, R&D), dilucién: 1:50 (10 pg/mL). Los
anticuerpos fueron diluidos con PBS/triton 0.01%, excepto para el anti-colageno
tipo 1, el cual fue diluido en PBS/tween 20.

Antes de su evaluacién las células troncales mesenquimales se diferenciaron
durante 11 dias hacia osteoblastos, mediante las tres condiciones de cultivo
mencionadas. Posteriormente, estas células se sembraron en placas de cultivo
Lab-Tek de 8 pozos a una concentracion de 20x10° células por pozo y se
cultivaron nuevamente bajo las mismas condiciones de cultivo descritas
anteriormente por 24 horas. Ademas otros pozos se mantuvieron en medio DMEM
suplementado con 10% SFB, los cuales se utilizaron como blanco de reactivos.
Trascurrido el tiempo, las células fueron fijadas con acetona fria (-20°C) por 1 min
y caracterizados por los anticuerpos mencionados, mediante la técnica descrita
para inmunohistoquimica, excepto para el anti-RUNX2/CBFA1 el cual era anti-rata;
por lo que, se incubd con el Multilink 1:50 (DakoCytomation) por 45 min. como
anticuerpo secundario; se lavo 2 veces con PBS/triton 0.01% y se incubo con
Streptavidina 1:100 (DakoCytomation) como anticuerpo terciario por 45 min.

Posteriormente se siguid el mismo procedimiento que los demas anticuerpos.

POR CITOMETRIA DE FLUJO (FACS).
Para la caracterizacion por FACS, las células fueron diferenciadas por 12 dias

mediante las tres condiciones de cultivo descritas, y fueron caracterizadas por los
anticuerpos anti-osteocalcina y fosfatasa alcalina a una dilucion: 1:50, usando el

mismo método para citometria de flujo descrito con anterioridad.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba de t-student, para
determinar, si el resultado obtenido tiene una diferencia significativa. El valor se
acepto, cuando se obtuvo una p<0.05.

Para determinar esta prueba estadistica se utilizd el programa SPSS 15.0 para
Windows.
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VI. RESULTADOS

OBTENCION DE LAS CELULAS MONONUCLEARES DE LA MEDULA OSEA.

La fraccion mononuclear del aspirado de medula 6sea de pacientes con
osteosarcoma se obtuvo por un gradiente de densidad y a partir de esta fraccion,
se selecciond las células adherentes al plato de cultivo, lo cual permitié eliminar
las células del linaje hematopoyético que se encontraban en suspension. Las
células mononucleares adherentes presentaron principalmente una morfologia
fibroblastoide o en forma de huso y el nucleo alargado con cromatina homogénea
(figura 2).
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Figura 2. Morfologia de las células mononucleares adherentes de MO. (A) Cultivo en
monocapa /n vifro durante el 3 pase de cultivo, donde se observa la apariencia
fibroblastica 6 en forma de huso (ver flecha) y (B) Cultivo fijado y tefido con hematoxilina,
en el cual se observa un nucleo alargado con cromatina homogénea 40X.
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MULTIPOTENCIALIDAD DE LAS CELULAS DE MEDULA OSEA .

Para comprobar que las células provenientes de MO adheridas a los platos de
cultivo y con morfologia fibroblastoide son células troncales mesenquimales, se
evalud su multipotencialidad, mediante la diferenciacion hacia adipocitos. Después
de 2 semanas de cultivo, en presencia de medio adipogénico, las células de MO
se diferenciaron a adipocitos, y se observdé que gradualmente cambio su
morfologia fibroblastica, el nucleo se hizo mas grande y se formaron gotas de
grasa. Esta diferenciacion, se caracterizé mediante la tincion con rojo oleoso (un
colorante especifico para tejido adiposo). Los resultados muestran alrededor de un
30% de positividad a esta tincion (figura 3b y c), sin embargo, las células de MO
cultivadas en medio a-MEM mas SFB al 2.5% no hay positividad (figura 3a).
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Figura 3. Diferenciacién de las células de MO hacia adipocitos. (A) Control negativo,
células de MO cultivadas en medio a-MEM mas SFB y tefidas con rojo oleoso (20X). (B)
Células de MO cultivadas con medio adipogénico y diferenciadas hacia adipocitos por la
tincion positiva con rojo oleoso, se pierde la morfologia fibroblastica, el nucleo es mas
grande y se observa la formacion de gotas de grasa (20X). (C) se observa a mayor
aumento la formacion de gotas de lipidos (tefiidas con el rojo oleoso) (40X).
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CARACTERIZACION DE LAS CTMMO.

Por inmunohistoquimica, se observo que las células provenientes de la médula
O0sea de pacientes con osteosarcoma, son positivas para STRO-1(figura 4B) y
CD105 (figura 4C). Ademas son negativas para CD14 (figura 4D). Por lo cual, se
demuestra que las células obtenidas de la MO de pacientes con osteosarcoma
son adherentes, de morfologia fibroblastoide, multipotenciales, positivas a STRO-1
y CD105, ademas negativas a CD14, en conclusion son células troncales

mesenquimales (figura 4).
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Figura 4. Caracterizacion por inmunohistoquimica de las células CTMMO. (A) Control
negativo, células en ausencia de anticuerpo 1rio. Donde se demuestra que no hay
inespecificidad por el marcaje con el cromégeno. (B) células de MO con morfologia
fibroblastica, en forma de huso y estrelladas, son positivas a STRO-1. (C) también son
positivas a CD-105. (D) y negativas a un marcador de linaje hematopoyético como el
CD14.
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Estos resultados fueron confirmados y cuantificados por citometria de flujo. Los
resultados muestran que alrededor del 15% de la poblacion celular son positivas a
STRO-1 y un 20% a CD105; mientras que las células positivas a CD14
representan sélo el 1% (figura 5).
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Figura 5. Caracterizacion por citometria de flujo de las células de CTMMO. (A) Seleccion
de la poblacién analizada en una grafica en Dot Plot. (B) Valores promedio del %
fluorescencia, donde se muestra que las CTMMO son mayormente positivas al CD105
que a STRO-1, también se puede ver que existe un bajo porcentaje de células de origen
hematopoyético (menor al 1%).
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DIFERENCIACION DE LAS CTMMO A OSTEOBLASTOS.

Una vez demostrado que las células obtenidas de pacientes con osteosarcoma
son CTMMO, se indujo su diferenciacion a osteoblastos, utilizando tres
condiciones diferentes de cultivo, como se describe en material y métodos. La
diferenciaciéon a osteoblastos se evaludé primero, mediante la actividad de la
fosfatasa alcalina (ALP), alos 5, 12 y 20 dias de cultivo /n vifro (Grafica 6 A).
Como control negativo se cultivaron en medio DMEM, y se observo que el medio
osteogeénico suplementado con los factores de crecimiento (FCs) potencializan
esta actividad enzimatica (ALP) en comparacion con las otras condiciones de
diferenciacion, ademas casi todos presentan una diferencia significativa con
respecto al medio osteogénico a los diferentes dias (p< 0.05). También se observa
que dentro de esta condicion el FGFb y BMP-7 (p< 0.01 y p< 0.03
respectivamente) incrementan notablemente esta actividad en comparacion con
los otros FCs. Por otro lado, se observa un aumento en la ALP en las células
cultivadas en DMEM a los 5 y 12 dias, pero este es muy inferior que las demas
condiciones de cultivo, ademas al dia 20 esta actividad ha desaparecido; esto
también se determino por la prueba de t-student y se observo que en las tres
condiciones de cultivo existen diferencias significativas con respecto al medio
DMEM (p< 0.05); por lo que, el incremento de las células cultivadas en DMEM es
insignificante comparadas con las otras condiciones de cultivo (Grafica 6A- barras
con diagonales).

Para descartar que el aumento de ALP, se debi6 a la proliferacion celular y no
tanto a su diferenciacion, se evaluo la proliferacion bajo las mismas condiciones
de cultivo (Grafica 6B).

En esta determinacion (grafica 6B), se observa que el medio osteogenico
suplementado con FCs potencializan la proliferacién, en comparacion con las otras
condiciones de cultivo, con una diferencia significativa con respecto al medio
osteogenico (p< 0.05). Y dentro de esta condicion la PE-1 y EGF tienen un mayor
efecto en la proliferacion (p< 0.0001 en cada caso). También se observa que al
dia 12, el FGFb y BMP-7 a pesar de tener un menor efecto en la proliferacion (con

respecto a la PE-1 y EGF) se observa un incremento en la ALP, lo cual indica un
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incremento en la diferenciacion, y este aumento se ve mas marcado con el FGFb,
el cual presenta, un mayor efecto en esta actividad desde el dia 12 y lo mantiene
hasta el dia 20.
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Fig. 6. Caracterizacion de las CTMMO diferenciadas a osteoblasto por la actividad de
fosfatasa alcalina (ALP) y determinacion de la proliferacion a los 5, 12 y 20 dias de cultivo
in vitro. (A) Se observa que el medio osteogénico suplementado con los FCs, incrementan
la ALP, mas que las otras condiciones de diferenciacion, y dentro de esta condicion, el
FGFb y BMP-7 son los que tienen los mejores resultados. (B) Se observa que el medio
osteogénico suplementado con los FCs, potencializan la proliferacion, mas que las otras
condiciones de diferenciacion, y dentro de esta condicion, la PE-1 y EGF presentan
mejores resultados. Los resultados obtenidos en las dos determinaciones, se expresan en
porciento de absorbancia con respecto al blanco. El simbolo * indica una diferencia
significativa con respecto al medio osteogénico y las barras con diagonales indican una
diferencia significativa con respecto al medio DMEM, y se determinaron por la prueba
estadistica de t-student con a=5%.
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Esta diferenciacion, también se evalud, mediante la expresién de marcadores
monoclonales de fosfatasa alcalina y osteocalcina caracteristicos de osteoblastos,
y se realizé por citometria de flujo (FACS), después de la induccion, realizada por
las tres condiciones de cultivo /n vifro al dia 12. En la Tabla 1 y Figura 7 se
muestran los valores promedio de esta determinacion.

Nuevamente se observa, que la condicion que refleja mejores resultados es el
medio osteogénico suplementado con FGFb, ya que presenta una mayor
fluorescencia a fosfatasa alcalina y a osteocalcina, con una diferencia significativa
con respecto al medio osteogénico de p< 0.05 en ambos casos. También, se
observa que bajo esta misma condicion de cultivo, el IGF-1'y PE-1 y por otro lado el
medio diferenciador, presentan una diferencia significativa con respecto al medio

osteogénico (p< 0.05), pero estos valores son menores comparados con el FGFb.

TABLA 1. EXPRESION DE LA FLUORESCENCIA EMITIDA POR LOS
MARCADORES DE DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA

1)Medlio 2)Medio 3)Medjo Osteogenico
Osteogenico | Diferenciador | rorp  1GF.)  EGF  BMP-7 PE-1
F. alcalina 8,69 14,61| 20,15| 18,15 7,07 524 | 12,92
Osteocalcina 8,09 2,24 9,13 8,84 6,66 3,97 1,39
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Figura 7. Caracterizacién de los CTMMO diferenciadas a osteoblasto por FACS. Se
observan que las CTMMO cultivadas e inducidas a su diferenciacion con el medio
osteogénico suplementado con FGFb presentan un mayor porcentaje de fluorescencia
para fosfatasa alcalina y osteocalcina con una diferencia significativa con respecto al
medio osteogénico (p< 0.05). El simbolo * indica una diferencia significativa con respecto
al medio osteogénico y fue determinada por t-student con a=5%.
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Por ultimo, se caracterizaron los osteoblastos obtenidos por la diferenciacion con
las tres condiciones de cultivo. Se presentan nada mas los resultados por el medio
osteogeénico y con el medio osteogénico suplementado con los FCs, ya que esta
ultima condicidon de cultivo presentd mejores resultados. Esta determinacion se
realizé por inmunohistoquimica con los anticuerpos monoclonales referidos en
material y métodos (Figura 8).

Los resultados mostraron, que son positivas a estos marcadores, tanto el medio
osteogeénico como el suplementado con los FCs. Pero con algunas diferencias.

Por ejemplo, para el anti-RUX2/CBFA1, el cual es un factor de transcripcién para
la regulacion de diferenciacion osteoblastica, se observa que en BMP-7, FGFb y
EGF se tifie el nucleo y citoplasma intensamente, en comparacion con la PE-1 que
se tile solamente alrededor del nucleo. En lo referente al IGF-1 y el medio
osteogeénico, se tifie el citoplasma homogéneamente.

También se puede apreciar diferencias en la morfologia celular. Por ejemplo se
puede ver que en el IGF-I, FGFb y PE-1 hay células mas grandes, las cuales
tienen un citoplasma amplio y un nucleo grande, lo que indica una diferenciacion
osteoblastica, ya que las CTMMO tienen wuna morfologia fibroblastica
principalmente. En el BMP-7 y EGF hay una combinacion entre células con nucleo
y citoplasma grande y células con apariencia fibroblastoide.

Por otro lado, se puede apreciar que son positivas para la anti-Osteocalcina, la
cual es una proteina secretada en el citoplasma y su expresion es restringida a
células de linaje osteoblastico. En esta se observa, un mayor marcaje en las
CTMMO diferenciadas con el medio suplementado con FCs.

Con respecto a la anti-Ostepondina, se puede apreciar que son positivas para este
anticuerpo, la cual es una proteina acida fosforilada secretada por osteoblastos y
otros tejidos conectivos. Con este anticuerpo se observa que se tifie el contorno
del nucleo y citoplasma en las dos condiciones.

Y por ultimo, se puede apreciar que son positivas para el anti-Colageno tipo I, el
cual, es el principal colageno que se encuentra en el hueso, aunque se puede ver
que tiene un marcaje muy tenue en todo el contorno del citoplasma, lo cual indica

que apenas se esta sintetizando este tipo de colageno.
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OSTEOPONDINA OSTEOCALCINA RUNX2/CBFA1

COLAGENO TIPO 1

Figura 6. Caracterizacion por Inmunohistoquimica de las CTMMO diferenciadas a osteoblastos. Se observa que las células
cultivadas en presencia del medio osteogénico y medio osteogénico suplementado con los diferentes factores de crecimiento, son
positivos a los anticuerpos: RUNX2/CBFA1, Osteocalcina. Osteopondina y Colageno tipo I, los cuales son marcadores para
osteoblastos. Las fotografias fueron tomadas a 20X.
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VIIL. DISCUSION

Las células troncales mesenquimales (CTM) son obtenidas de médula ésea vy

tejido adiposo principalmente; aunque, se han obtenido ultimamente de sangre
periférica, placenta fetal, ligamento periodontal, periostio, huso trabecular, entre
otros (Handschel ef a/ 2006; De Bari et al. 2006). Aunque las CTM provenientes
de la médula ésea (CTMMO), se prefieren dada su accesibilidad y potencial de
diferenciacion hacia tejidos del aparato locomotor (Moosmann ef al 2005).
Ademas, el método por aspiracion de médula 6sea es el mas estudiado (Lee ef al.
2004; Moosmann ef al 2005) y es el sitio, donde se encuentra mayores
porcentajes de CTM que varian desde el 1% y decrecen con la edad alrededor del
0.001% de estas células nucleadas (Ibarra et a/2007).

Esto se comprobd, porque en trabajos previos a la realizacion de este protocolo,
se utilizaron CTM obtenidas del periostio de pacientes con osteosarcoma, y se
obtuvo un bajo porcentaje de estas, alrededor del 1.5% de fluorescencia (datos no
mostrados), obtenido por la expresion de Stro-1, el cual es un marcador
comunmente usado para detectar células de origen mesenquimal y las células
positivas a este marcador, presentan un mayor potencial para diferenciarse a
osteoblastos (Simmons et al. 1991; Zvaifler NJ et al. 2000). Ademas, estas células
de periostio, tienen un menor potencial de proliferacion comparadas con las
obtenidas de la médula 6sea, porque muchas de estas células ya presentan un
compromiso a un linaje osteogénico, y a medida que progresa la diferenciacion de
estas células al fenotipo terminal (osteoblastos y ostiocitos), la auto-renovacién se
pierde gradualmente y aumenta el compromiso ¢ diferenciacion celular (Minguell
et al. 2001), ademas este bajo porcentaje puede deberse a la situacién de los
pacientes.

Por lo que se decidio, obtener las CTM del aspirado de médula 6sea de pacientes
con osteosarcoma, ademas de que es un método menos agresivo que una biopsia
de periostio como fuente celular del tejido de reparacion.

Por otro lado, para considerar a las células mononucleares obtenidas del aspirado
de médula ésea como células troncales mesenquimales (CTM), deben expresar
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marcadores de superficie como: CD29, CD44, CD105, CD90, Stro-1 y deben ser
negativos para marcadores de linaje hematopoyético como: CD34, CD14 y CDA45;
ademas, deben ser multipotenciales, esto significa que deben tener la capacidad
de diferenciarse a osteoblastos, condrocitos 6 adipocitos, porque en la actualidad,
no existe un marcador especifico para células troncales mesenquimales
(Gronthos, ef al. 2003; Flores-Figueroa, ef al. 2006; Colter, ef al. 2001). Por lo que,
estas células provenientes de pacientes con osteosarcoma se caracterizaron
mediante Stro-1 y CD105 como controles positivos, ademas, se ha encontrado
que las células positivas a Stro-1, tienen una mayor potencial de diferenciarse a
osteoblastos (Simmons, ef al. 2001) y a CD14 como control negativo, el cual es un
marcador presente en los leucocitos polimorfonucleares y monocitos, los cuales
pertenecen al linaje hematopoyético, ademas estan presente en la médula 6sea
(Friedenstein, ef al. 1969; Flores-Figueroa, ef al 2006). Los resultados de la
caracterizacion por citometria de flujo, mostré que se obtuvo un bajo porcentaje de
las CTMMO, alrededor del 15 y 20% de fluorescencia emitido por Stro-1 y CD105
respectivamente, este resultado posiblemente se deba, por la situacion de los
pacientes, pero se ha documentado que estas CTMMO existen en un bajo
porcentaje alrededor del 1:10,000 células y decrece a 1:2x10° células a la edad de
80 anos (Simmons, et al. 2001; Flores-Figueroa, et al. 2006; Colter, ef al. 2001).
Ademas, se han obtenido valores desde 0.02-1% de florescencia emitido por Stro-
1 en pacientes sanos (Gronthos, ef al. 2003; Colter, ef al. 2001), por lo que estos
resultados concuerdan con los datos obtenidos por estos estudios. Otra
posibilidad, es que existan otros grupos celulares no-hematopoyéticos presentes
en la médula ésea 06 otros precursores, que tengan la caracteristica de adherirse a
los platos de cultivo, la capacidad de diferenciarse hacia adipocitos, condrocitos,
osteoblastos, miocitos, fibroblastos, tenocitos y que no expresen estos
marcadores (CD105 y Stro-1), ya que, se ha encontrado que las CTMMO son una
poblacién celular muy heterogénea, dentro de las cuales existen por lo menos tres
poblaciones, una de células chicas (referida como RS-1 y RS-2, porque presentan
un mayor potencial de auto-renovacion) y otras de mayor tamafo, las cuales son

las células troncales mesenquimales maduras; aunque no se ha defino
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perfectamente la funcion de cada una de ellas (Friedenstein, ef a/. 1969; Flores-
Figueroa, ef al. 2006; Lee et al. 2004; Minguell et al. 2001; Simmons et al. 1991).
También, se reafirmo por inmunohistoquimica, que estas células mononucleares
obtenidas de pacientes con osteosarcoma son CTM, porque fueron positivas a
Stro-1 y CD105, ademas negativas a CD14.

Por otro lado, se comprobd la multipotencialidad de estas células, primeramente
por su diferenciacion /in vifro, hacia adipocitos (pre-adipocitos), lo cual, se
demostré por la formacion de vacuolas, posterior a la induccion con el medio
adipogénico y la tincidon con rojo oleoso. Ademas esta multipotencialidad se
reafirmo por la diferenciacion de las CTMMO hacia osteoblastos, mediante tres
condiciones de cultivo: 1) medio osteogénico (dexametasona, acido ascorbico y B-
glicerofosfato), 2) medio diferenciador (medio comercial NH OsteoDiff Médium) y
3) medio osteogénico suplementado por separado con los siguientes factores de
crecimiento: BMP-7, PE-1, FGF-2, IGF-l y EGF, ya que es una caracteristica de la
célula troncal mesenquimal de diferenciarse a osteoblastos, condrocitos 06
adipocitos (Malewer, ef al. 1995; Kawai, ef al. 1999).

Por lo cual, se demuestra que las células obtenidas de la MO de pacientes con
osteosarcoma son adherentes, con morfologia fibroblastoide o en forma de huso,
multipotenciales, positivas a STRO-1 y CD105, ademas negativas a CD14, en

conclusién son células troncales mesenquimales.

La diferenciacion hacia osteoblastos es normalmente caracterizado por su
actividad enzimatica de fosfatasa alcalina (ALP) y la expresion de marcadores de
superficie como la osteocalcina y fosfatasa alcalina (Vega y cols. 2002; Handschel,
et al. 2006; Sila, et al. 2007). Para confirmar la capacidad osteogénica de las
CTMMO por las tres condiciones de cultivo, las células fueron examinadas por
estas caracteristicas después de la diferenciacion osteogénica. Porque, la
fosfatasa alcalina, es una enzima abundante en los osteoblastos y en la formacion
temprana de hueso; ademas, el incremento de los niveles de ALP es
correlacionada con la diferenciacion osteoblastica. Por lo que, para esta
evaluacion se utilizo el p-nitrofenilfosfato, debido a que, la fosfatasa alcalina (ALP)
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hidroliza al p-nitrofenilfosfato, que es incoloro, produciendo fosfato y p-
nitrofenolato (amarillo) leido a 405nm, el cual es proporcional a la actividad
enzimatica de la muestra (Balcells, 2001).

En esta determinacion se observo que el medio DMEM, presento un aumento en
la ALP durante los primeros dias, esto se bebe, al contacto que existen entre
célula y célula por las proteinas de matriz extracelular, las cuales activan vias de
sefalizacion que a su vez, activan al factor de transcripcidn celular Runx2/Cbfa
para que se dé la diferenciacion hacia osteoblastos (Salasznyk, et al. 2007),
porque a medida que bajo al proliferacion por este medio DMEM disminuyo esta
actividad. También en esta determinacién se observo que, la mejor condicion de
cultivo para la diferenciacion de osteoblastos /n vifro, es mediante la induccion con
el medio osteogénico suplementado con factores de crecimiento, y dentro de esta
condicion, el FGFb es el que presenta mejores resultados en cuanto a la
diferenciacidon hacia osteoblastos junto con el BMP-7, pero este ultimo se utiliza a
una concentracion mayor de 40 ng/mL en comparacion con el FGFb a una
concentracion de 5 ng/mL; lo cual indica que, el FGFb es una de las mejores
opciones para la diferenciaciéon de las células troncales mesenquimales de médula
O0sea de pacientes con osteosarcoma hacia osteoblastos, por los costos-
beneficios, que en algun momento se tomaran en cuenta, para la formacion de
tejido 6seo para estos pacientes. Ademas el FGFb potencializa la proliferacion de
estas CTMMO.

También, en esta determinacion se observd que, a partir del dia 12 se acentua
esta diferenciacion, ya que en los diferentes articulos marcan que esta
diferenciacién se da en 2 semanas y otros en 3 semanas (Spitzer, et al. 2002;
Simon, et al. 2002; Laurencin, et al. 1996; Becerra, et al. 2001; Simmons, et al.
1991; Nakayama, et al. 2006; Ito, et al. 2008; Chaudhary, et al. 2004), y el medio
comercial en 10 dias, por lo cual se decidi6 manejarlo a 12 dias. Ademas, estas
células (CTMMO) se van a requerir para sembrarlas en los templetes o
biomateriales para la formacion de tejido 6seo de estos pacientes en un futuro y se
requiere que estas conserven el potencial de proliferacion, ya que, se conoce que
a medida que progresa la diferenciacién de los CTMMO a osteoblastos, la auto-
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renovacion se pierde gradualmente y disminuye la proliferacion; por lo cual, las
otras determinaciones para la caracterizacion de osteoblastos se hizo al dia 12 de
cultivo in vitro.

Por otro lado, también se determino esta diferenciacién /in vifro al dia 12, por la
expresion de osteocalcina y fosfatasa alcalina en el citometro de flujo. La
osteocalcina es una proteina de membrana, especifica de hueso y secretada
osteoblastos y la expresidon de esta indica una diferenciacion osteoblastica.
(Handschel, et al. 2006; Sila, et al. 2007).

En esta determinacion, nuevamente se evidencid, que la mejor condicion de
cultivo, es el medio osteogénico, suplementado con FGFb, ya que presenta
mejores resultados que las otras condiciones de cultivo.

Y por ultimo se caracterizd6 mediante inmunohistoquimica, a estos osteoblastos por
la presencia de marcadores especificos como colageno tipo |, osteocalcina,
osteopondina, y para el factor de trascripcion celular Runx2/Cbfa; lo cual evidencio
que las células CTMMO inducidas ha su diferenciacion hacia osteoblastos con el
medio osteogénico suplementado con FGFb, presentan la expresion del factor de
transcripcion Runx2/Cbfa en el nucleo; porque una vez que se activa este factor,
viaja al nucleo, para que se induzca la diferenciacion osteoblastica (Salasznyk, et
al. 2007); esto también se observo con BMP-7 y EGF.

Por lo cual, se recalca que el medio osteogénico suplementado con FGFb debe
ser considerado como una opcion para la diferenciacion de CTMMO a
osteoblastos de pacientes con osteosarcoma.

Cabe senalar que, ya caracterizados los osteoblastos de los pacientes con
osteosarcoma, el siguiente pasoé para el proyecto del laboratorio de ingenieria de
tejidos del Hospital infantii de México Federico Gomez, es la siembra en los
polimeros o templetes, los cuales se estan seleccionando por sus caracteristicas y

que serviran para formar un tejido 6seo en un futuro no lejano.
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VIII. CONCLUSION

Se pueden concluir varios aspectos en este proyecto:

Se acepta la hipotesis propuesta para esta tesis, ya que se establecio las
condiciones Optimas de cultivo, para la obtencion, diferenciacién y
proliferacion de las células troncales mesenquimales a osteoblastos de
pacientes con osteosarcoma.

El mejor sitio de obtencion de las células troncales mesenquimales es la
médula ésea en comparacién con el periostio.

Las células troncales mesenquimales de médula Osea, obtenidas de
pacientes con osteosarcoma, son de origen mesenquimal, porque se
comprobd su multipotencialidad, y la expresion de marcadores presentes en
este tipo de células.

El medio osteogénico suplementado con factores de crecimiento,
proporcionan un aumento en la diferenciacién celular /in vifro hacia
osteoblastos, a la vez que aumenta su proliferacion celular

El medio osteogénico suplementado con el factor basico de crecimiento
fibroblastico (FGFb) es la mejor condicion de cultivo para la diferenciacion
celular in vitro de las CTMMO hacia osteoblastos, obtenidas de pacientes
con osteosarcoma, para que en un futuro, este método se pueda aplicar en
la fabricacién de tejido éseo, mediante templetes o biomateriales, que es el
siguiente objetivo planteado por el laboratorio de Ingenieria de tejidos del
Hospital Infantii de México “Federico Gomez”, y asi poder ofrecer un

alternativa a los pacientes con estas alteraciones.
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