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Resumen

Introduccién: Las células madre de la gelatina de Wharton (HWIJSC) han demostrado su capacidad de
transdiferenciarse hacia piel, tejido neural, hueso, tejido adiposo, cartilago y recientemente cérnea. En este
estudio evaluamos los cambios en la morfologia de las (HWJSC) hacia la morfologia del urotelio, y asi abrir la
posibilidad de su utilizacion en el manejo de patologias uroldgicas.

Material y métodos: Se cultivaron células uroteliales que posteriormente fueron expandidas, a partir de estos
cultivos primarios de urotelio se obtuvo el medio condicionado. Este medio condicionado se utilizé para inducir
cambios morfolégicos de los cultivos primarios de las HWJSC hacia urotelio. Dichos cambios morfoldgicos se
evaluaron a los 7 y 14 dias.

Resultados: Los resultados revelaron que las HWJSC cultivadas con Amniomax® (Gibco BRL) presentaron forma
fusiforme a los 7 dias, mientras que las HWJSC que se encontraban con medio condicionado a los 7 y 14 dias,
presentaron cambios morfoldgicos tipo poligonal caracteristico de las células uroteliales.

Discusidn: Las HWJSC inducidas en nuestro trabajo con medio condicionado, revelan que los cambios morfolégicos
de tipo poligonal y en adoquin caracteristicos de las células uroteliales, son mas acentuados al dia 14. Estos
hallazgos morfoldgicos revelan la potencialidad de las células del corddn umbilical para diferenciarse hacia
endotelio.

Abstract

Introduction: Wharton'’s jelly (HWJSC) stem cells have demonstrated their ability to differentiate into skin,
neural tissue, bone, fat, cartilage and, more recently, cornea. We assessed changes in the morphology of HWJSC
differentiated to the urothelial lineage, which may open the possibility of using these cells for the management
of urological pathologies.

Material and methods: Urothelial cells were cultured and expanded ex vivo and a conditioned medium was
obtained from these cultures. This conditioned medium was used to induce morphological changes in primary
cultures of HWISC to urothelium. These morphological changes were assessed at 7 and 14 days.

Results: The results revealed that HWJSC cultured in Amniomax® (Gibco BRL) had spindle-like morphology after 7
days, whereas HWJSC cultured in conditioned medium for 7 and 14 days showed cobblestone and polygonal-type
morphological changes that were typical of urothelial cells.

Discussion: The use of conditioned medium on HWISC was able to induce characteristic urothelial-like
morphological changes, especially at day 14. These findings reveal the potentiality of these umbilical cord cells to
differentiate into endothelial cells.
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INTRODUCCION importantes complicaciones para el mismo paciente. Una de las
ramas que se ha visto beneficiada en este ambito ha sido la uro-

La ingenieria tisular es una rama de la investigacion, que logia. En la que la posibilidad de creacion de tejidos artificiales

en las ultimas décadas ha desarrollado grandes avances en el con células madre abre nuevos campos de aplicacién terapéutica.
tratamiento de diversas patologias (1). Los tratamientos conven- Actualmente, los tratamientos de cirugia uroldgica reconstructi-
cionales son insuficientes e incluso en algunos casos generan va especialmente de vejiga, estan enfocados a la utilizacién de
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segmentos de tejidos gastrointestinales, ya sea para el reempla-
zo o la reparacién de la vejiga (1-3). La utilizacidon de implantes
de tejidos gastrointestinales en el sistema urinario disminuye sin
embargo la tolerancia de estos tejidos al contacto con la orina 'y
produce graves riesgos tales como produccion excesiva de moco,
urolitiasis, trastornos metabdlicos y malignizacién (1-3). De este
modo, la ingenieria tisular se presenta como una alternativa via-
ble y prometedora en el tratamiento de pacientes que requieran
reemplazo o reparacion de la vejiga urinaria. La mayoria de los
sustitutos vesicales desarrollados hasta el momento se basan en
la utilizacion de cultivos autélogos de células uroteliales (1). En
este sentido, se ha descrito, la escasa capacidad proliferativa de
estas células in vitro, lo cual dificulta la creacién de tejidos arti-
ficiales vesicales. En este contexto, las células madre mesenqui-
males de la gelatina de Wharton (HWIJSC) podrian representar
una fuente alternativa para la construccién de estos tejidos. Las
propiedades inmunomoduladoras (4-6), su capacidad de transdi-
ferenciacidn en los tres linajes embrionarios (7-11), asi como su
alta tasa de expansidn, convierten a esta estirpe celular en una
fuente de células madre idénea para su utilizacion en protocolos
de ingenieria tisular, como se ha demostrado en la construccidn
de distintos tejidos como son cornea vy piel (7-8, 10). El presente
trabajo tiene por objeto el estudio de los cambios morfoldgicos
que presentan las HWJSC inducidas hacia urotelio, utilizando un
nuevo medio condicionado.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de cultivos primarios de células uroteliales y cé-
lulas madre de la gelatina de Wharton.

En primer lugar, para la generacién de cultivos prima-
rios de células uroteliales de la vejiga humana, se utilizo la técnica
de explante a partir de pequefios fragmentos de vejiga, de acuer-
do con los protocolos establecidos al respecto. Una vez obtenidos
los fragmentos de tejido vesical, las células uroteliales se culti-
varon en frascos de cultivo de 25 cm2 con medio de cultivo (QC)
durante 7 y 14 dias. El medio de cultivo QC estaba constituido
por HAM-F12: 150 ml; DMEM: 300 ml; suero bovino fetal: 50 ml;
penicilina-estreptomicina: 50 Ul/ml; adenina: 24 pg/ml; insulina:
5 ug/ml; triyodotironina: 1.3 ng/ml; toxina colérica: 8.3 ng/ml;
hidrocortisona: 0.4 ug/ml; factor de crecimiento epidérmico: 10
ng/ml. En el caso de los cultivos primarios de células de HWJSC,
se obtuvieron pequefios fragmentos de cordén umbilical y se so-
metieron a digestidon enzimdtica con colagenasa tipo | (Gibco BRL
Life Technologies) vy tripsina 0,5 g / L-etilendiaminotetraacético
4cido solucién de 0,2 g/ | (EDTA) (Gibco BRL). Las células disgrega-
das se mantuvieron en medio de cultivo Amniomax® (Gibco BRL)
bajo condiciones de cultivo estandar durante 7 y 14 dias (7).

Induccién de cambios morfoldgicos de tipo urotelial en cé-
lulas HWISC.

Para llevar a cabo el proceso de induccién de las HWJSC,
se utiliz6 medio condicionado (MC) obtenido a partir de cultivos
primarios de células uroteliales. Para la obtencién del MC fue ne-
cesario mantener las células uroteliales en medio de cultivo QC
durante nueve dias. Posteriormente, el medio QC fue obtenido,
filtrado, y suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF),
0,1% factor de crecimiento epidermal (EGF) y 1% de antibidticos,
pasando a denominarse MC. El proceso de cambio en la mor-
fologia de las HWIJSC hacia urotelio se realizé utilizando 20.000
HWISC, las cuales se cultivaron en MC durante 7 y 14 dias. Como
control, se utilizaron 20.000 HWIJSC cultivadas en medio Amnio-
max® (Gibco BRL) con el objeto de mantener el perfil de indiferen-
ciacién de dichas células.

Evaluacion microscépica del proceso de transdiferenciacion
urotelial de las HWJSC.

En el presente trabajo, se realizo una evaluacion micros-
copica de las células uroteliales cultivadas en medio QC, asi como
de las HWIJSC cultivadas en medio Amniomax® y las cultivadas con
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MC durante 7 y 14 dias. Para la evaluacion microscépica, se utilizd
un microscopio Nikon eclipse Ti-U, con el cual se tomaron ima-
genes con aumento de 10X de todos los cultivos celulares. Pos-
teriormente, todas las imagenes fueron procesadas y analizadas
utilizando el software ImageJ 1.48v. En primer lugar, se calculd el
porcentaje de confluencia en dos imdgenes correspondientes a
cada grupo de estudio: urotelio cultivado con QC, HWISC cultiva-
do con MC y de control las HWIJSC cultivado con Amniomax®. En
segundo lugar, se calculd el diametro celular en las dos dimen-
siones (largo y ancho) de 20 células correspondientes a cada uno
los grupos experimentales. El analisis se llevd a cabo calculando
el valor promedio y la desviacion estandar de cada grupo. En este
sentido, la evaluacidn de la capacidad de transdiferenciacion de
las HWIJSC hacia urotelio se analiz6 mediante la identificacion de
cambios morfoldgicos utilizando los datos previamente descritos.

RESULTADOS

Obtencidn de cultivos primarios de células uroteliales y célu-
las madre de la Gelatina de Wharton.

Tras la obtencidn de las biopsias de vejiga humana, se
lograron obtener cultivos primarios correspondientes a la capa mu-
cosa, concretamente, de células uroteliales. Como primeros hallaz-
gos encontramos que los cultivos primarios de células uroteliales
presentaban una confluencia del 75% a los 7 dias y mayor del 90%
a los 14 dias de cultivo, cuyo crecimiento era en colonias (Figuras
1Ay 1B). Ademds, como se observa en la Figura 1C, las células uro-
teliales crecieron alrededor del explante, tomando una morfologia
poligonal que les da la caracteristica forma de “adoquines” cuyas
dimensiones fueron 6,614+1,049 x 3,966+1,051 um a los 7 dias y
5,293+1,011 x 4,057+1,300 um a los 14 dias. Como segundo hallaz-
go, encontramos que las HWJSC cultivadas en medio Amniomax®,
utilizadas como control en este trabajo, presentaron una confluen-
cia del 85% a los 7 dias y mayor del 90% a los 14 dias. También se
observé una rapida capacidad de proliferacion in vitro. El analisis
morfoldgico revelé que a los 7 y 14 dias presentaban morfolo-
gia fusiforme (Figuras 2A y 2B) cuyas dimensiones fueron 9,046+
2,831 x 1,868+0,685 pum a los 7 dias postcultivo y 9,172+2,006 x
1,568+0,566 um a los 14 dias, a diferencia de la morfologia de las
células uroteliales.

Figuras 1A. Células uroteliales cultivadas con medio QC a los 7
dias. 1B Células uroteliales cultivadas con medio QC a los 14 dias.
Figura 1C. Células uroteliales cultivadas con medio QC presentando
crecimiento alrededor del explante. (Flechas negras).

Evaluaciéon microscdpica de la transdiferenciacion de las células madre.
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Figura 2A. HWIJSC a los 7 dias de cultivo con medio Amniomax®.

Figura 2B. HWJSC a los 14 dias de cultivo con medio Amniomax®.

Evaluacion del cambio morfolégico de las HWISC hacia uro-
telio inducido por medio condicionado.

En la evaluacién de las HWIJSC que se encontraban in-
mersas en medio condicionado (MC), se observé que estas célu-
las presentaron una confluencia del 70% a los 7 dias y una con-
fluencia mayor del 95% a los 14 dias. Ademas de los hallazgos
anteriores, la cuantificacion de las dimensiones celulares reveld
a los 7 dias, la persistencia de una morfologia elongada y fusifor-
me con unas dimensiones medias de 13,138+4,876 x 5,020+1,750
um. Por otra parte, a los 14 dias, presentaron morfologia poli-
gonal o en “adoquin”, cuyas dimensiones fueron 3,711+ 0,990 x
4,035+ 1,419 um (Figura 3Ay 3B), similar a las células uroteliales
humanas.

Figuras 3A células HWJSC bajo medio condicionado a los 7 dias. 3B
células HWJSC bajo medio condicionado a los 14 dias.

DISCUSION

Las HWISC se han sugerido como una novedosa posi-
bilidad para el tratamiento de diferentes patologias uroldgicas,
gracias a sus propiedades inmunomoduladoras (4-6), a su capaci-
dad de diferenciacién en los tres linajes embrionarios (7-11), a su
alta tasa de expansion, asi a como a su facil obtencién. A pesar de
todas estas capacidades, el uso de las HWJSC en patologias urold-
gicas aun es muy limitado, y esto se debe a que la transdiferencia-
cién de las HWISC hacia urotelio aun no ha sido suficientemente
investigada.

Estudios previos como el de Wu S. y col (3) y Kang HH. y col
(2) demostraron que el uso de medios condicionados era capaz
de inducir cambios morfoldgicos de las células madre mesenqui-
males hacia urotelio. En el presente trabajo corroboramos que
las células HWISC que se encontraban bajo medio condicionado
presentaron cambios morfolégicos poligonales en “adoquin”, si-
milares a los de las células uroteliales. Cabe resaltar que a los 7
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dias postinduccion con el medio condicionado, los cambios dife-
renciativos hacia la estirpe endotelial aun eran muy leves. Este
hallazgo es similar al encontrado por Tian H. y col (12), quienes
describen que la morfologia de las células madre mesenquimales
de la médula ésea a los 7 dias postinduccion con medios condicio-
nados presentaban cambios poligonales leves en su morfologia,
pero que no alcanzaban las caracteristicas clasicas de las células
uroteliales. En nuestro estudio encontramos que a los 14 dias
postinduccion, las HWISC que se encontraban en el medio condi-
cionado adquirieron una morfologia poligonal en “adoquin”, ca-
racteristica de las células uroteliales, corroborado por los cambios
en sus dimensiones, los cuales fueron similares a las dimensiones
morfoldgicas de las células uroteliales. A pesar de esto, se ob-
servaron algunas zonas donde las HWJSC aun presentaban una
leve morfologia fusiforme. Estos hallazgos son de relevancia, ya
que estudios previos como los realizados por Wu S. y col (3) con
células madre del cordédn umbilical diferenciadas hacia urotelio
utilizando medios condicionados, demostraron que a los 14 dias
postinduccion, empezaban a tomar una leve morfologia poligonal
caracteristica de las células uroteliales. De igual forma, estudios
realizados por Shi J. y col (13) utilizando medios condicionados
indujeron la transdiferenciacion de células madre mesenquima-
les del tejido adiposo hacia urotelio a los 14 dias postinduccion, y
encontraron que el 25%-50% de estas células presentaban cam-
bios morfoldgicos poligonales caracteristicos de las células urote-
liales. Comparativamente con los hallazgos realizados por Shi J. y
col (13) y Wu S. y col (3), la morfologia poligonal o en “adoquin” a
los 14 dias postinduccidn es mas evidente en nuestros resultados.
Ello demuestra que las HWJSC inducidas con el medio condiciona-
do utilizado en este trabajo desarrollan una mayor eficiencia de
transdiferenciacién hacia urotelio y una mayor similitud morfolé-
gica, como demuestran los datos morfométricos en comparaciéon
con los hallados por ShiJ. y col (13) .

CONCLUSION

En este trabajo demostramos que las HWIJSC tienen la
capacidad de adquirir una morfologia similar a las células urote-
liales cuando se encuentran inducidas por medio condicionado.
Este hallazgo es compatible con los presentados en estudios pre-
vios que demuestran la capacidad de las HWJSC para transdife-
renciarse a células de otra linaje como es el urotelio. Sin embargo,
es necesario realizar estudios posteriores, donde se investigue en
profundidad la capacidad de transdiferenciacion de las WHIJSC,
en los cuales se detallen los cambios que se presentan a nivel
molecular.
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