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CAPÍTULO 1
Introducción

1.1 Las células madre: clasiöcación, cultivo y

caracterización

Los avances alcanzados en la última década en el conocimiento de la biología

de las célulasmadre han aumentado el interés de los cientíĕcos en las potencialida-

des de estas células. Su utilización en estudios toxicológicos y en el descubrimiento

de nuevos fármacos, además de la utilización en terapia celular, son algunas de las

posibles aplicaciones más atractivas de estas células.

Las célulasmadre poseen capacidad de autorrenovación y de compromiso para

diferenciarse hacia un determinado linaje celular, tanto durante la embriogénesis

como en la etapa de desarrollo hasta alcanzar lamorfología de células adultas y que

perduran durante toda la vida del organismo manteniendo sus características [1].

Durante la embriogénesis las células madre embrionarias se diferencian pa-

1



1. Introducción Virgínea de Araújo Farias

ra dar origen a todos los tejidos del embrión. En el organismo adulto las células

madre adultas son las responsables del mantenimiento de la integridad y función

de los tejidos a través de la renovación celular [2]. Además, estas células cuentan

con la capacidad de dividirse simétricamente para mantener la población de célu-

las indiferenciadas del organismo y asimétricamente (Figura 1.1) para generar una

célula-hija heredera de las características de la célula madre y otra célula-hija com-

prometida con la diferenciación a uno o varios tipos celulares funcionales, siendo

así, causa del desarrollo y fuente de la renovación y mantenimiento de los tejidos

diferenciados del organismo [3-6]. Sobre estas propiedades y capacidades se puede

formular la deĕnición de célula madre.

1.1.1 La hipótesis de la troncalidad

De la deĕnición de célula madre surge la hipótesis de troncalidad, según la

cual todas las células madre comparten características de plasticidad y capacidad

de autorrenovación que están reguladas por la expresión de un conjunto de genes

determinado que puede ser entendido como una ĕrma molecular especíĕca.

Probablemente, el empleo de las células madre como alternativa terapéutica

que lleve a la curación de diversas enfermedades degenerativas a través de la te-

rapia celular y de la ingeniería tisular sea la aplicación que atrae más interés de

la sociedad en general [1]. Pero para que sea posible, es imprescindible el amplio

conocimiento de la biología de estas células, en todos los sentidos, ya que la falta

de control del crecimiento de las células madre en el organismo humano podría

llevar a la formación de teratomas [7].

Las células madre utilizan redes transcripcionales muy complejas para promo-

2



Virgínea de Araújo Farias 1. Introducción

Figura 1.1: Divisiones asimétricas y simétricas de las células madre. División simétrica
de las células madre: genera dos células-hijas idénticas con capacidad de autorrenovación.
División asimétrica de las células madre: genera una célula-hija idéntica y una célula-hija
progenitora con capacidad de autorrenovación y de diferenciarse a células especializadas
de un linaje con el cual está comprometida. (Diferenciación: las células progenitoras se
diferencian hacia células maduras y especializadas).

ver la autorrenovación y mantener la plasticidad y a pesar del conocimiento que

se ha creado en los últimos años sobre el mantenimiento de la troncalidad de las

células madre o su compromiso con la diferenciación, el entendimiento de estos

mecanismos está, todavía incompleto. Estudios recientes han empezado a desci-

frar los esquemas de la troncalidad y sugieren que a la complejidad de las redes de

regulación génicas de las células madre se suman factores epigenéticos [8].

Se han llevado a cabomuchos estudios comparativos con la intención de deter-

minar el perĕl transcripcional en varios modelos tanto de células madre humanas

3
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como de célulasmadre extraídas de animales, entre ellas tenemos las célulasmadre

embrionarias (ESC) [9-12], las células madre hematopoyéticas (HSC) [10, 13, 14]

y más recientemente, las células madre pluripotenciales inducidas (iPSC). Sin em-

bargo, la deĕnición de un perĕl transcripcional común a todas las células madre

no ha podido ser determinado con precisión.

Las redes transcripcionales en las células ESC y las interacciones que mantie-

nen la pluripotencialidad se encuentran fuertemente inĘuenciadas por los factores

de transcripción codiĕcados por los genes POU class 5 homeobox 1 (POU5F1), SRY

(sex determining region Y)-box 2 (SOX2) y Nanog homeobox (NANOG). Por ello, es-

tos genes han sido considerados los genes reguladores de la troncalidad.

En un estudio reciente Koeva y col. [15], utilizando los datos de varios estu-

dios hechos del perĕl transcripcional de células madre murinas, han desarrollado

un método que permite la identiĕcación de patrones especíĕcos de expresión en

grupos de genes homólogos en células madre. Utilizando este procedimiento se

cree que, aunque varíe la expresión de un gen individual entre tipos de células

madre distintos, la expresión global del conjunto de módulos debe permanecer

a niveles suĕcientes para el mantenimiento de la troncalidad. De esa manera, se

han podido identiĕcar alrededor de 40 genes y 224 módulos sobre-expresados en

muchos tipos de células madre y entre ellos se incluyen genes responsables de la

conformación de la cromatina, genes que intervienen en la reparación del daño al

ADN y genes relacionados con la ruta de señalización de wnt. Esta metodología

puede conducir a la identiĕcación de un patrón transcripcional característico de

las células madre.

4
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El nicho celular de las células madre

El nicho celular de las células madre es el microambiente en el cual se encuen-

tra una población de células madre. Estudios realizados en modelos de división

asimétrica murino y en Drosophila aportan evidencias que soportan la idea de que

la activación de los genes implicados en el mantenimiento de la troncalidad se

debe no sólo a mecanismos moleculares intrínsecos a la célula madre, sino que

también es sensible a la transducción de estímulos procedentes del nicho de las

células madre [3].

La combinación de estos estímulos provenientes del nicho celular con los me-

canismos moleculares intrínsecos a las células madre sería responsable tanto del

mantenimiento de la población de células madre (autorrenovación), como de la

iniciación de las vías de diferenciación hacia los linajes correspondientes.

Las células madre hematopoyéticas (HSC) son el modelo de células madre de

mamífero mejor estudiado en lo que se reĕere a las divisiones asimétricas de las

célulasmadre. Las célulasHSChan demostrado ser capaces de diferenciarse de for-

ma asimétrica y simétrica para generar células-hijas diferentes o idénticas a la cé-

lula madre. Las células HSC que se dividen asimétricamente generan células-hijas

con niveles desiguales en las moléculas que intervienen en la ruta de señalización

notch, y esto se ha considerado un requerimiento para mantener la troncalidad en

células HSC. De ese modo, las poblaciones derivadas de la célula-hija con menor

actividad de la ruta de señalización notch han resultado estar más comprometidas

con la diferenciación, mientras que las poblaciones con altos niveles de la ruta de

señalización notch proliferaban más rápidamente manteniendo las características

de troncalidad sin iniciar el proceso de diferenciación [16].

5
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Por otro lado, se ha observado que las células HSC cultivadas en presencia de

células de una línea osteoblástica, presentan más divisiones asimétricas que cuan-

do son cultivadas en presencia de una línea celular estromal, en cuya situación

prevalecen las divisiones simétricas [16]. Todo esto conĕrma que las divisiones

asimétricas en células HSC tienen además de un componente intrínseco, otro ex-

trínseco (Figura 1.2) donde el contacto célula-célula con los otros tipos celulares

que constituyen su nicho juega un papel fundamental en el mantenimiento de la

troncalidad de las células madre [4].

En un estudio reciente Rehman [17] ha relacionado el mantenimiento del es-

tadio de indiferenciación y pluripotencialidad de las células madre con los bajos

niveles de estructuras mitocondriales y con la utilización preferente de la glicolisis

no oxidativa como fuente principal de energía en detrimento de la fosforilación

oxidativa. Estos datos surgen de la comparación de células embrionarias humanas

y células pluripotenciales inducidas con células madre en proceso de diferencia-

ción. En este sistema experimental se ha comprobado que las células indiferencia-

das presentaban menor número de mitocondrias que las células diferenciadas.

La plasticidad de las células madre

La plasticidad de las células madre es la propiedad de mayor transcendencia

para la utilización de esta células en medicina regenerativa. Por plasticidad en-

tendemos la capacidad de las células madre para diferenciarse hacia varios tipos

celulares distintos. En orden decreciente de plasticidad las células pueden ser toti-

potenciales, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales.

La totipotencialidad se deĕne como la capacidad que tiene una célula de di-

6
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A Regulación extrínseca

B Regulación intrínseca

Figura 1.2:Hipótesis sobre la regulación de las divisiones asimétricas de las células madre.
(A) La célula madre se divide asimétricamente en respuesta a los estímulos provenientes
del nicho celular y genera una célula madre – autorrenovación – y una célula comprome-
tida con la diferenciación. (B) La célula madre segrega de forma asimétrica factores rela-
cionados con el mantenimiento de la troncalidad a una célula-hija, y con el comprometi-
miento lineal a la otra célula-hija. Adaptado de Y.M. Yamashita y col. “Polarity in stem cell
division: asymmetric stem cell division in tissue homeostasis.” En: Cold Spring Harbor Per-
spectives in Biology 2.1 (ene. de 2010), a001313. : 10.1101/cshperspect.a001313

ferenciarse hacia todos los tipos celulares de un organismo, con cariotipo nor-

mal [18]. Por deĕnición, las células totipotenciales del organismo humano son el

zigoto y los blastómeros tempranos de la mórula. En ratones se ha demostrado la

totipotencialidad de los blastómeros de los estadios de 4, 8, 16 y 32 células a través

de la formación de quimeras normales y fértiles después de haberse inyectado una

única célula en el interior de un blastocisto y comprobar que esta célula marcada

7
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contribuye a la formación de todos los tejidos de la quimera [19, 20].

En la actualidad está ampliamente aceptado que durante el desarrollo del em-

brión existe una pérdida progresiva de la plasticidad de las células que lo constitu-

yen. Inicialmente se pierde la totipotencialidad de los blastómeros tempranos en

el proceso de diferenciación hacia trofoblasto y embrioblasto. El trofoblasto origi-

nará los tejidos extraembriónicos y el embrioblasto, que mantiene la pluripoten-

cialidad, dará origen a los tejidos embrionarios. Aunque son totipotenciales, los

blastómeros tempranos no son considerados células madre porque no se ha podi-

do demostrar que en cultivo posean la capacidad de proliferación extensiva [21,

22].

Según la potencialidad de diferenciación in vitro que presentan, los varios tipos

de células madre pueden ser clasiĕcados en pluripotenciales, multipotenciales o

unipotenciales.

En el año 1981 dos grupos distintos (Evans y col. [23], Martin [24]) consiguie-

ron establecer independiente y simultáneamente por primera vez una línea celular

in vitro a partir de la masa interior de células o embrioblasto (ICM) de embriones

murinos. Las células cultivadas in vitro han demostrado mantener su pluripoten-

cialidad inicial. Actualmente estas células se conocen como células madre embrio-

narias (ESC).

En la búsqueda de otras fuentes de células madre no-embrionarias, se ha ob-

servado que en tejidos como la piel, la sangre y el epitelio intestinal, la duración del

tiempo de vida de las células diferenciadas es muy corto y estas células no tienen

capacidad de autorrenovación. De este hallazgo ha surgido la hipótesis de que los

8
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tejidos adultos tienen una población de células madre que deben ser responsables

del mantenimiento de la población celular diferenciada [25].

En la actualidad se han caracterizado células madre en casi todos los tejidos

humanos adultos y fetales, con potencialidades de diferenciación, cinéticas de pro-

liferación y característicasmoleculares diferentes según su origen. La capacidad de

diferenciación de estas células está comprendida desde lamultipotencialidad hasta

la unipotencialidad.

Así distinguimos entre las ESC, y sabemos que son capaces de diferenciarse a

todos los tipos celulares del organismo humano y que por ello, las llamamos pluri-

potenciales. Por otro lado, son ejemplos de células madremultipotenciales las cé-

lulas madre hematopoyéticas (HSC), comprometidas a diferenciarse hacia células

del linaje sanguíneo; las células madre neurales (NSC), comprometidas a diferen-

ciarse hacia células de los tejidos neuronales y las células madre mesenquimales

(MSC) capaces de diferenciarse hacia células derivadas de la capa mesodérmica

del embrión. Finalmente como ejemplo de células madre unipotenciales están las

derivadas de la córnea [26], o de los vasos [27].

Mediante estudios genómicos se han intentado identiĕcar el perĕl molecular

responsable de la pluripotencialidad en células ESC ymás recientemente en células

iPSC. Y se han identiĕcado algunos genes cuyos los niveles de expresión cambian

cuando las células inician el proceso de diferenciación. No obstante, aún no se

conoce con exactitud el mecanismo molecular por el cual la pluripotencialidad se

mantiene en el tiempo, en las células madre [28-30].

9
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1.1.2 Las células madre humanas según su origen

Una sistemática elemental permite distinguir entre células madre embriona-

rias, fetales, adultas y más recientemente las iPSC. Las ESC son las que se obtienen

a partir del embrión. Las células madre fetales se han derivado a partir de tejidos

fetales y de tejidos extraembrionarios. Las células madre adultas se obtienen de los

tejidos desarrollados del organismo desde el nacimiento hasta la edad adulta. Las

células iPSC se obtienen a través de la reprogramación celular.

Células madre embrionarias

Aprincipio de los años 1960 a partir de estudios demaduración de oocitos [31]

comenzaron a desarrollarse las técnicas de fertilización in vitro, del diagnóstico ge-

nético y del cultivo de célulasmadre humanas con vista a la terapia celular de enfer-

medades degenerativas. Pero fue sólo en el año 1998 cuando omson y col. [32]

lograron por primera vez aislar células ESC humanas. Las ESC caracterizadas des-

de entonces se han obtenido a partir de embrioblastos de blastocistos destinados

para su utilización en fertilización in vitro y donados luego para la experimenta-

ción.

Las células ESC son actualmente un modelo de células madre ampliamente

estudiado cuyas principales características in vitro comprenden la formación de

colonias, la estabilidad cariotípica, elmantenimiento de la troncalidad aun después

de muchos pases y la pluripotencialidad. Morfológicamente se caracterizan por la

alta proporción del núcleo en relación al citoplasma; pueden ser criopreservadas

y cuando se las descongela mantienen todas sus características iniciales. Además,

estas células presentan altos índices de actividad de la telomerasa, lo que sugiere

10
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que su poder replicativo es mayor que el de las células somáticas [32].

En el intento de caracterizar el patrón de expresión de las células ESC se han

realizado muchos estudios y se acepta actualmente que POU5F1 [28, 33-37], SOX2

[33-38] y NANOG [35, 39, 40] son los principales factores de transcripción invo-

lucrados en el mantenimiento de las características de las ES humanas y murinas.

Además parece queNANOG es especialmente importante en el establecimiento de

la pluripotencialidad, pero no es necesario para su mantenimiento.

A pesar del gran potencial de diferenciación que caracteriza a las célulasmadre

embrionarias, la investigación con células madre se ve obstaculizada en muchos

casos por consideraciones éticas que conciernen a la destrucción de embriones

humanos, que en teoría, tienen potencial para formar un ser humano. Por otro

lado uno de los mayores obstáculos para su utilización en terapias es su potencial

replicativo ilimitado, que puede llevar a la formación de teratomas in vivo, y el

hecho de que deban no ser inmunocompatibles con el receptor [25].

Células madre fetales

Las células madre fetales son una alternativa interesante de células madre para

su utilización en la investigación. Se obtienen a partir de tejidos fetales y de las

estructuras extraembrionarias, de origen fetal, por lo que su utilización no se ve

limitada por casi ninguna barrera ética. Además, la naturaleza inmunológicamente

inmadura de estos tejidos hace de las células madres fetales una buena alternativa

para su utilización como fuente heteróloga de células madre en terapia celular por

su baja inmunogenicidad [41].
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En muchos estudios, las células madre fetales, han demostrado gran similitud

con las células madre embrionarias en lo que concierne a la expresión de marca-

dores, la capacidad de autorenovación, el amplio espectro de diferenciación que

en muchas ocasiones se extrapola hacia la multipotencialidad (Tabla 1.1) y que se

demuestra por su capacidad de diferenciarse hacia células originadas a partir de

otras capas germinales.

Las célulasmadre del líquido amniótico expresan losmarcadores típicos célu-

lasmadremesenquimales tales comoy-1 cell surface antigen (THY1), 5’-nucleotidase,

ecto (NT5E) y endoglina (ENG) [60, 62], son negativas para losmarcadores de célu-

las hematopoyéticas como lasmoléculas deCD14, molécula de CD34 (CD34)CD34

y protein tyrosine phosphatase, receptor type, C (PTPRC), también conocido como

CD45 [60, 63] expresando además marcadores de células madre embrionarias co-

mo son el POU5F1, NANOG y SSEA-4 [61, 83, 84]. Por otra parte estas células no

expresan los antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II [60,

61, 63], lo que les conĕere baja inmunogenicidad. En la población de células ma-

dre del líquido amniótico hay una subpoblación de estas células positivas para v-kit

Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog (KIT), que cuando se ex-

panden in vitro han demostrado que son capaces de conservar la troncalidad, pero

también la extensión de los telómeros, la estabilidad cariotípica hasta más de 250

duplicaciones de población y además, cuando se inyectan en modelos animales,

no forman teratomas [60].

Las célulasmadre amnióticas se pueden obtener a partir de las células epitelia-

les amnióticas (AEC) y a partir de las células mesenquimales amnióticas (AMC).

Las células madre obtenidas a partir de las AEC tienen mayor plasticidad que las

12
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células madre obtenidas a partir de las AMC. De hecho, una subpoblación de las

primeras, son positivas para los marcadores típicos de las células embrionarias,

como el SSEA-4, Tra 1-60, Tra 1-81, POU5F1, NANOG y el SOX2 [43, 85], lo que

podría ser una explicación para justiĕcar esta diferencia en la plasticidad. Las cé-

lulas madre amnióticas se han demostrado capaces de diferenciarse hacia células

derivadas de las tres capas germinales del embrión (Tabla 1.1) y in vivo no forman

teratomas [43].

Las célulasmadre coriónicas se puriĕcan a partir de dos tipos celulares: células

mesenquimales estromales coriónicas y células trofoblásticas coriónicas. Tienen en

cultivo una cinética de crecimientomuy similar a las célulasMSCdemédula ósea y

expresan genes de la pluripotencialidad como POU5F1,NANOG y otros genes que

son expresados en células madre embrionarias como SSEA-4 y zinc ĕnger protein

42 homolog (mouse) (ZFP42) [54, 86]. Además, tienen una plasticidad amplia y son

capaces de diferenciarse a células de todas las capas germinales (Tabla 1.1).

Células madre adultas

En la década de los 70 Friedenstein y col. [87] aislaron por primera vez células

madre de tejidos adultos humanos. Estas células pueden ser obtenidas, posible-

mente, de cualquier tejido del organismo humano adulto. Aunque no son pluri-

potenciales como las ESC, las células madre adultas tienen capacidad de proliferar

in vitro durante muchas generaciones manteniendo un cariotipo normal. Son ca-

paces de diferenciarse al tipo celular del órgano de donde provienen y conservar

un potencial variable de diferenciación a células representativas de otros tejidos en

función de las condiciones de cultivo a las que están sometidas [41, 88-90] (Tabla
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1.2). Además, en contraposición a lo que se creyó durante muchos años, estudios

recientes han aportado evidencias que sugieren que las células madres especíĕ-

cas de ciertos tejidos pueden diferenciarse hacia células de tejidos diferentes a los

del órgano de donde provienen [90]. Es decir, los límites de su potencial de di-

ferenciación están aún por ser precisamente deĕnidos en diferentes condiciones

experimentales y ĕsiológicas.

Las células HSC y las MSC son probablemente los tipos de células madre adul-

tas mejor descritas en la actualidad.

Las células madre hematopoyéticas pueden ser puriĕcadas a partir de la mé-

dula ósea, de la sangre de cordón umbilical y de la sangre periférica. Son una po-

blación de células madre positivas para CD34 capaces de diferenciarse a las células

de linaje mieloide y linfoide.

Las células madre mesenquimales MSC son células madre adultas que están

presentes en todos los tejidos de origen mesenquimal del organismo adulto y que

desempeñan un papel fundamental en el mantenimiento y la regeneración de mu-

chos tejidos siendo, en situación de quiescencia, la fuente de células con capacidad

para diferenciarse hacia los tipos celulares de los tejidos donde residen [103].

Las MSC por deĕnición son capaces de diferenciarse a células originarias de la

capa mesodérmica del embrión. Se ha descrito, sin embargo, que células MSC de

diferentes tejidos son capaces de diferenciarse hacia tipos celulares no sólo de ori-

gen mesenquimal tales como condrocitos, osteocitos, adipocitos y miocitos, sino

que en algunos casos se ha demostrado su diferenciación hacia neuronas y hepa-

tocitos. In vitro las células MSC exhiben capacidad de proliferación extensiva sin
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desarrollar alteraciones cariotípicas, esta estabilidad cromosómica es una de las

premisas necesarias para que un tipo celular sea considerado como célula madre.

Desde la primera línea de células MSC obtenida a partir de la médula ósea

[87], varios grupos han podido aislar células MSC a partir de diferentes tejidos del

organismo humano adulto [82, 89, 99, 104, 105].

La multipotencialidad de las células MSC se ha podido comprobar en modelos

animales, utilizando célulasMSC demédula de ratón trasplantadas en condiciones

apropiadas a un blastocisto; en estas condiciones se ha demostrado la contribución

de las células MSC a la formación de los tejidos derivados de las tres capas germi-

nales del embrión [90].

Las células MSC pueden ser aisladas con relativa facilidad por su capacidad de

adherirse a la placa de cultivo. Sin embargo, las poblaciones resultantes conser-

van siempre una cierta heterogeneidad morfológica y variaciones en el potencial

de diferenciación (Tabla 1.2), que se advierten inclusive en una misma población

celular. Así, algunas células presentan morfología ĕbroblastoide y otras una forma

más pequeña y que se acompaña de una más rápida proliferación [106].

La capacidad de diferenciación in vivo de estas células ha sido comprobada en

algunas ocasiones en modelos animales de enfermedades humanas y en situacio-

nes de terapia celular en seres humanos. Se ha conseguido,mediante una inyección

de células MSC de médula ósea, regenerar una zona infartada en un modelo mu-

rino de enfermedad coronaria arterial. En estos experimentos se ha demostrado

que las células MSC son capaces de formar nuevo músculo cardíaco y estructuras

vasculares [107]. En otro estudio [89], se han trasplantado células MSC obteni-
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das de médulas óseas alogénicas en niños con osteogénesis imperfecta. Las células

MSC trasplantadas se han diferenciado a osteoblastos, células estromales demédu-

la ósea y ĕbroblastos, incrementando signiĕcativamente el ritmo de crecimiento

de los huesos de los pacientes.

La evidencia de diferenciación in vivo y la relativa facilidad de aislar células

MSC humanas en comparación con otros tipos de células madre, así como la posi-

bilidad de obtener MSC alogénicas abre vías para la aplicación de estas células en

la clínica.

La heterogeneidad de las células MSC se evidencia cuando se estudia la expre-

sión de sus antígenos de membrana, cuya variabilidad diĕculta la caracterización

y el establecimiento de un patrón de expresión molecular de superĕcie celular co-

mún a todos los tipos de células MSC. En los estudios donde se han aislado células

MSC se ha intentado obtener un perĕl de expresión molecular que fuese lo más

representativa posible de este tipo de células. Pero las moléculas analizadas, cuya

expresión varía según qué estudios y según qué población celular, han permiti-

do deĕnir los antígenos de superĕcie que se consideran más característicos para

fenotipar estas células. Estos antígenos se resumen en la Tabla 1.3 [108].

Por otra parte se han caracterizado otras células madre troncales obtenidas a

partir de tejidos post-natales que poseen capacidades de diferenciación diferentes,

a las de las MSC entre ellas están las células células madre hematopoyéticas (HSC)

y las células madre neurales (NSC). En algunos casos se ha aislado tipos celulares

con potencial de diferenciación superior al de las MSC, como es el caso de las

células madre progenitoras adultas multipotenciales (MAPC) aisladas a partir de
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médula ósea humana [109-111].

Tabla 1.3: Requerimientos de expresión mínimos para células MSC.

Marcador Expresión en

células MSCa

Referenciab Símbolo oĕcialc Nomenclatura oĕcialc

CD73 + 4907 NT5E 5’-nucleotidase, ecto

CD90 + 7070 THY1 y-1 cell surface antigen

CD105 + 2022 ENG endoglina

CD11b - 3684 ITGAM integrina, alfa M (complement com-

ponent 3 receptor 3 subunit)

CD14 - 929 CD14 molécula de CD14

CD19 - 930 CD19 molécula de CD19

CD34 - 947 CD34 molécula de CD34

CD45 - 5788 PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor

type, C

CD79a - 973 CD79A 5’-nucleotidase, ecto

HLA-DR - HLA-DR complejo mayor de histocompatibi-

lidad, clase II, DR

aM. Dominici y col. “Minimal criteria for deĕning multipotent mesenchymal stromal cells. e
International Society for Cellular erapy position statement.” eng. En: Cytotherapy 8.4 (2006),
págs. 315-317. : 10.1080/14653240600855905 bNCBI Gene ID cHUGO Gene Nomen-
clature Committee (HGNC)

Las células MAPC han sido aisladas a partir de médula ósea, de músculo o

de cerebro en ratón [90, 113], en cerdo [114] y en humanos [109-111]. Aunque

son consideradas una subpoblación de células MSC, las MAPC tienen capacidad

de proliferación hasta más de 120 doblamientos de población manteniendo altos

niveles de telomerasa y exhiben un potencial de diferenciación muy similar al de

las células embrionarias. No expresan la mayoría de los antígenos de membrana

que expresan las MSC (resumidos en la Tabla 1.3), pero son positivos para alanyl

(membrane) aminopeptidase (ANPEP) y SSEA-4 en el caso de hMAPC, y SSEA-3

en el caso de mMAPC [111]. Al ser negativas para MHC I y MHC II el rechazo
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alogénico, tras ser inyectadas en modelos animales, es menor [115-118].

Aranguren y col. [119] han conĕrmado la capacidad de las células MAPC mu-

rinas y humanas para diferenciarse a otros tipos celulares en función del tejido

donde se hospeden. Estas células, en un modelo murino de enfermedad vascu-

lar periférica (PVD), han sido capaces de permanecer en el tejido-destino durante

más de cinco semanas incrementando la función la perfusión del músculo.

Células madre pluripotenciales inducidas

En el año 2006 Takahashi y col. [120] sometieron a estudio un total de 24 genes

de conocida implicación en el mantenimiento de la puripotencialidad y troncali-

dad de células madre embrionarias murinas y, mediante la transducción retroviral,

lograron con la combinación de sólo cuatro de estos genes (POU5F1, SOX2 y el v-

myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian) (MYC), Kruppel-like factor 4

(gut) (KLF4)), reprogramar por primera vez células somáticas murinas a células

aparentemente similares a las embrionarias. Las células reprogramadas expresa-

ban los marcadores característicos de células madre embrionarias, tienen un fe-

notipo muy similar al de las células embrionarias y se comportan como las células

pluripotenciales. En la actualidad estas células se conocen por células madre plu-

ripotenciales inducidas (iPSC) y son un modelo importante para el estudio de las

vías y capacidades de la diferenciación celular de las células madre.

1.1.3 Las células madre del cordón umbilical

El cordón umbilical está formado por dos arterias y una vena que quedan en-

vueltas en tejido conectivo y conjuntamente rodeadas por el epitelio amniótico. El
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tejido conectivo del cordón (la gelatina de Wharton) tiene origen en el mesoblasto

extraembriónico y posee un aspecto gelatinoso [121]. Está compuesto por polisa-

cáridos de cadena abierta distribuidos en forma de mioĕbrillas constituidas por

colágeno tipo I, III y IV, laminina y sulfato de heparina. El componente celular,

se encuentra uniformemente repartido y rodeado por el componente gelatinoso.

Según la localización de las células estromales en la gelatina de Wharton, las célu-

las presentan diferentes grados de diferenciación que varían desdemesenquimales

hasta mioĕbroblastos. Los tipos celulares más inmaduros y proliferativos se loca-

lizan cercanos a la superĕcie amniótica del cordón; a medida que aumenta la dis-

tancia de la célula al epitelio amniótico las células estromales adquieren fenotipo

de células contráctiles incluyendo la expresión de desmina y α-actina de músculo

liso. Por otro lado, las células que circundan los vasos del cordón son mioĕbro-

blastos diferenciados y expresan además de desmina y actina, miosina de músculo

liso [122, 123].

Se han obtenido células madre a partir de cordón umbilical y de sus partes, in-

cluyendo la sangre contenida en su interior [124-127], así como de los vasos [72,

74, 76, 128, 129] y de la región perivascular [130]. En las Tablas 1.4 y 1.5 se ha resu-

mido la expresión de algunos de los antígenos de superĕcie que han sido testados

para las células obtenidas de cordón umbilical humano. Las células de cordón ex-

presan marcadores típicos de células MSC como ENG, NT5E y THY1 y factores de

transcripción como POU5F1 y NANOG típicos de células ESC.
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Tabla 1.4: Expresión positiva de antígenos de membrana estudiados en células UCSSC
y MSC [131].

Marcadores MSCa UCSSCa Referenciab Símbolo oĕcialc Nomenclatura oĕcialc

CD10 + 4311 MME metalo-endopeptidasa de la membrana,

conocida usualmente por CD10

CD13 + + 290 ANPEP alanyl (membrane) aminopeptidase

CD14 + 929 CD14 molécula de CD14

CD29 + + 3688 ITGB1 integrina, beta 1

CD44 + + 960 CD44 molécula de CD44

CD49b + 3673 ITGA2 integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit

of VLA-2 receptor)

CD49c + 3675 ITGA3 integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3

subunit of VLA-3 receptor)

CD49d + 3676 ITGA4 integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4

subunit of VLA-4 receptor)

CD49e + 3678 ITGA5 integrin, alpha 5 (ĕbronectin receptor, alp-

ha polypeptide)

CD51 + 3685 ITGAV integrin, alpha V (vitronectin receptor, alp-

ha polypeptide, antigen CD51)

CD73 + + 4907 NT5E 5’-nucleotidase, ecto

CD90 + + 7070 THY1 y-1 cell surface antigen

CD105 + + 2022 ENG endoglina

CD146 + 4162 MCAM melanoma cell adhesion molecule

CD166 + 214 ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule

HLA-ABC +

Nanog + 79923 NANOG Nanog homeobox

Sox-2 + 6657 SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2

CD106 + -/+ 7412 VCAM1 molécula de adhesión celular vascular 1

STRO-1 + -

a Antígenos de membrana con expresión positiva en ambos tipos de células madre.
b NCBI Gene ID.
c HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC).
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Tabla 1.5: Expresión negativa de antígenos de membrana estudiados en células UCSSC
y MSC [131].

Marcadores MSCa UCSSCa Referenciab Símbolo oĕcialc Nomenclatura oĕcialc

CD31 - - 5175 PECAM1 molécula de adhesión de plaque-

tas/células endoteliales

CD33 - 945 CD33 molécula de CD33

CD34 - - 947 CD34 molécula de CD34

CD38 - 952 CD38 molécula de CD38

CD45 - - 5788 PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor type,

C

CD56 - 4684 NCAM1 neural cell adhesion molecule 1

CD123 - 3563 IL3RA interleukin 3 receptor, alpha (low affinity)

CD133 - 8842 PROM1 prominin 1

CD235a - - 2993 GYPA glicoforina A (grupo sanguíneo MNS)

HLA-DP -

HLA-DQ -

HLA-DR -

HLA-G - 3135 HLA-G complejo mayor de histocompatibilidad,

clase I, G

OCT4 -/+ 5460 POU5F1 POU class 5 homeobox 1

CD54 -/+ 3383 ICAM1 molécula de adhesión celular 1

CD117 - -/+ 3815 KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma

viral oncogene homolog

SSEA-4 -

a Antígenos de membrana con expresión negativa en las células madre UCSSC con relación
a las MSC.

b NCBI Gene ID.
c HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC).

Las células recién aisladas suelen tenermorfología ĕbroblastoide que permane-

ce hasta los primeros 15 días en cultivo, aunque en varios trabajos ha sido descrita

la observación de una cierta heterogeneidadmorfológica en los cultivos. Los signos

de senescencia replicativa suelen aparecer cuando transcurren aproximadamente

50-60 doblamientos de población sin ningún signo de anomalías cariotípicas. Se
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ha descrito que la actividad de la telomerasa es alta en los pases tempranos y que

va disminuyendo gradualmente con los pases subsecuentes [65-67, 69-71, 73, 74,

76, 125, 126, 130, 132-136].

El potencial de diferenciación de las células madre de cordón umbilical ha si-

do comprobado in vitro para las rutas de diferenciación adipogénica [69, 133, 137,

138], condrogénica [125, 133, 137, 138], osteogénica [69, 125, 130, 133, 137, 138],

cardiomiogénica [125, 129], miogénica [133], neurogénica [69, 138-140] y endo-

telial [141] in vitro.

1.2 Una aproximación experimental a la solución de la

inhibición del crecimiento por contacto

La evidencia cientíĕca sugiere que la terapia celular y la medicina regenerativa

pueden proporcionar soluciones terapéuticas a situaciones patológicas que carecen

de tratamiento en la actualidad o pueden ser aplicadas buscando la mejora de los

tratamientos disponibles.

Estos procedimientos terapéuticos incluyen el uso de células embrionarias o

de células adultas. De estas últimas las que se han empleado más frecuentemen-

te son las derivadas de la médula ósea, ya sea aplicando el conjunto de células

mononucleares, a pesar de que sabemos que la población de células obtenidas de

la médula ósea es claramente heterogénea; por lo que cuando se utilizan de esta

forma se utiliza un “cóctel celular”; esto se puede corregir parcialmente hacien-

do una selección de determinadas células con mayor frecuencia relacionada con

el enriquecimiento de células positivas para CD34, la molécula de CD33 (CD33),
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la prominin 1 (PROM1) u otros marcadores especíĕcos, o mediante la expansión

de células mesenquimale. Otra fuente con la que se está experimentando reciente-

mente por su fácil acceso, son las células adiposas obtenidas mediante liposucción.

Otros autores, incluidos nosotros mismo [142], han centrado su interés cientíĕco

en la obtención de células madre a partir del estroma del cordón umbilical.

Para el avance de la medicina regenerativa se ha requerido, y es necesaria, una

integración multidisciplinaria donde diferentes especialidades, entre ellas biología

celular, hematología, inmunología, biología molecular, ingeniería de tejidos, bio-

materiales e investigación clínica, entre otras, agrupen esfuerzos y conocimientos

para buscar objetivos comunes. Solo así se logrará el desarrollo de esta tecnología,

tanto en sus aspectos básicos como aplicados.

Uno de los problemas de estas fuentes de células madre es la obtención de un

número suĕciente de elementos celulares que permitan su utilización en procedi-

mientos clínicos. Un número inadecuado de células podría imposibilitar o retrasar

el efecto terapéutico y disminuir la supervivencia del paciente.

Para ser utilizadas en procedimientos clínicos de terapia celular las célulasMSC

aisladas del propio paciente, o de donantes sanos, deben ser expandidas en el la-

boratorio hasta alcanzar cifras que permitan la dosiĕcación de 1 a 5× 106 células

por kg de peso del paciente y deben ser inyectas intravenosamente, o colocadas

mediante intervención en el lugar preciso, en el paciente a tratar [143]. Sin embar-

go esta expansión está limitada por la superĕcie de los frascos empleados para su

cultivo. Y cuando esta superĕcie se cubre totalmente las células dejan de crecer.

Esto obliga a su despegue del soporte y a su distribución, diluyéndolas, en nuevos
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frascos de cultivo. Esto se hace de manera reiterada lo que conduce a una pérdida

de la viabilidad celular y de sus potencialidades de diferenciación.

Creemos que la aplicación de estructuras tridimensionales, entre ellas las tela

de carbón activado (TCA) como estructura capaz de soportar el crecimiento de

células madre puede: 1) ofrecer una mayor superĕcie de crecimiento 2) Mejorar

distribución de nutrientes y factores de crecimiento; 3) permitir la fácil manipula-

ción del sistema de cultivo diseñado, 4) asegurar que el despegue de las células del

soporte de adhesión se realiza con facilidad y sin pérdida de las potencialidades de

las células, y 5) potenciar los procesos de diferenciación de células madre MSC.

Los procedimientos para el aislamiento de las células MSC incluyen la selec-

ciónmediante adherencia de las células al plástico de losmateriales de cultivo [144,

145]. La insuĕciencia de nuestro conocimiento sobre la biología básica de las cé-

lulas MSC se reĘeja en la diferentes formas en las que estas células se cultivan y

en las diferentes denominaciones que, para estas células, se están usando: células

mesenquimales, células estromales, células aisladas de médula ósea de adultos con

potencial de diferenciación inducible (MIAMI), células madre reciclables (RS-1,

RS-2) [103], células mesenquimales humanas fetales [146], o células progenitoras

adultas multipotenciales humanas (MAPCs) [90].

Además: 1) aunque las células MSC residen en casi todos los tejidos y órga-

nos del ser humano nacido [103] se desconocen también cuáles son las localiza-

ciones exactas y sus funciones precisas in vivo [147]; 2) la utilización de células

MSC del ser humano adulto para investigación biomédica plantean pocos proble-

mas de orden ético, moral o legal; 3) el cordón umbilical contiene una abundante,
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no-controvertida, y fácilmente obtenible fuente de células MSC [131, 138, 148];

y 5) el trasplante de células mesenquimales derivadas de tejidos de seres adultos,

ha demostrado ser un tratamiento con cierta eĕcacia en problemas de salud ta-

les como el infarto de miocardio, los problemas de rechazo en trasplantes, o los

trastornos isquémicos de los miembros inferiores [149-154]. La enorme cantidad

de células que se precisan obligan al cuidado extremo del crecimiento celular, y

de las condiciones en que éste se produce. Y así sabemos que para evitar que las

células se aproximen a la conĘuencia y, consecuencia de esas interacciones células-

célula reduzcan su velocidad de crecimiento se requieren frecuentes actuaciones

de mantenimiento y subcultivo (pases sucesivos). Como para despegar las células,

y seguir expandiéndolas y cultivándolas, es necesario el tratamiento del tapiz celu-

lar con disoluciones que contienen enzimas proteolíticas que degradan, al menos

parcialmente, las proteínas de la superĕcie celular parece lógico pensar que este

sub-cultivo repetido afectará a la pluripotencialidad y a la capacidad de prolifera-

ción de las células [155, 156].

Tratando de resolver este problema Majd y col. [156] han descrito un método

innovador que mantiene la densidad celular, en el cultivo, relativamente constante

y que permite obtener un alto número de células MSC autólogas listas para ser uti-

lizadas en procedimientos de medicina regenerativa. El procedimiento se basa en

la utilización de una membrana de caucho-silicona altamente extensible cuyo diá-

metro se expande progresivamente de manera uniforme mediante un motor que

actúa de manera continua durante el tiempo de cultivo. Utilizando este instru-

mento los autores demuestran que es posible de obtener una población de 8× 108

células partiendo de 5× 104 células en sólo nueve semanas de cultivo [156].
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En cultivos celulares, las estructuras tridimensionales (scaffolds) suministran

el soporte necesario, para que las células se adhieran, proliferen e, incluso, se trans-

diferencien cuando se les suministran los factores de crecimiento y diferenciación

apropiados [157].

Teniendo en cuenta lo anteriormente reseñado, sabiendo que la consecución

de un crecimiento celular efectivo requiere la eĕcaz renovación de oxígeno y nu-

trientes, considerando que la utilidad de las células MSC en clínica es cada vez

más prometedora y que es necesario encontrar fuentes de células mesenquimales

que sean seguras y fáciles de cultivar, hemos decidido explorar la posibilidad de

colectar células MSC partiendo del tejido perivascular (Wharton’s jelly) del cor-

dón umbilical humano, para hacerlas crecer masivamente sobre un biorreactor en

el que las células MSC podrán crecer sobre TCA, disponiendo de una superĕcie

de cultivo amplísima, al tiempo que se preservará sus funciones, su fenotipo y su

carácter de células madre multi o pluripotenciales.

Los carbones activados son materiales biocompatibles [158, 159] y en nuestro

trabajo previo hemos demostrado que las células pueden adherirse, crecer y di-

ferenciarse sobre su superĕcie [160]. La adhesión de las células vivas incluye en

primera aproximación un fenómeno de adsorción que tiene lugar entre la super-

ĕcie del carbón y las macromoléculas biológicamente importantes (entre ellas los

antígenos de membrana) que forman parte de la estructura externa de las células.

La adsorción puede explicarsemediante la teoría de la química de los coloides y las

superĕcies, que incluye tanto la atracción electrostática como la no-electrostática

entre las que se encuentran las interacciones hidrófobas. Estas últimas dependen

de la hidrofobicidad de la superĕcie de las células y del carbón y cuando ambas se
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incrementan la atracción debe ser más intensa. Una vez que las células se adhieren

a la superĕcie del carbón activado pueden crecer debido a que las propiedades ad-

sortivas del carbón hacen que el oxígeno y los nutrientes disueltos en el medio de

cultivo se concentren en la superĕcie del carbón [120].

Las telas de carbón activado tela de carbón activado (TCA) son un nuevo tipo

de carbón poroso constituidas por ĕbras de carbón activado que se encuentran

entretejidas. Las TCA tienen ventajas sobre los clásicos tipos de carbón en forma

granular o en polvo, debido a su estructura porosa y mejor manejabilidad. Así, las

TCA poseen una estructura porosa típica con poros que se distribuyen perpendi-

cularmente al eje de la ĕbra lo que les proporciona una enorme área superĕcial.

Estas características hacen que los procesos de adsorción sean muy rápidos y que

se incremente la capacidad de adsorción [161].

Además el crecimiento de las células MSC sobre telas de carbón activado nos

permitirá estudiar la biocompatibilidad de este material de manera similar a lo

recientemente demostrado para los nanotubos de carbono [162, 163]. También

estudiaremos la capacidad de las TCApara soportar los procesos de diferenciación

celular [160, 164].
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1.3 Modelo para el desarrollo inicial de aplicaciones

clínicas

1.3.1 Control tumoral y efectos secundarios de la radioterapia

La radioterapia contribuye al tratamiento oncológico de un amplísimo número

de pacientes con cáncer pero, inevitablemente, en el volumen corporal sometido

a irradiación junto al tumor se incluye cierta cantidad de tejidos peritumorales

sanos. La probabilidad de control tumoral es función de la dosis total administra-

da. La probabilidad de aparición de lesiones colaterales severas es también depen-

diente de la dosis total administrada y de la naturaleza y el volumen de los tejidos

sanos irradiados. El continuo avance del conocimiento, de la instrumentación, y

de las técnicas de dosimetría y planiĕcación en radioterapia, han permitido que

la proporción de pacientes con complicaciones severas haya disminuido conside-

rablemente. A pesar de ello la morbilidad asociada a la radioterapia es un efecto

colateral impredecible, progresivo e irreversible [165, 166] que ocasiona el dete-

rioro de la calidad de vida de los pacientes afectos y que tiene un costo asistencial

importante. Se cree que los efectos secundarios de la radioterapia tienen un com-

ponente de predisposición genética determinante [167, 168], pero la identiĕcación

de cuáles son los pacientes sobre los que gravita el mayor riesgo de padecer com-

plicaciones severas tras radioterapia es hoy un problema por resolver [169]. Las

diferencias en la radiorrespuesta de los tejidos sanos, evaluada en términos de to-

xicidad, están intrínsecamente relacionadas con el tipo celular implicado y con las

características proliferativas del tejido. Que la radiosensibilidad de las células y la

respuesta de los tejidos sanos a la radiación sean dependientes de factores genéti-
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cos o epigenéticos, que distinguen unos pacientes de otros y que podrían,mediante

la investigación biomédica, ser identiĕcados o modulados, es algo por demostrar

concluyentemente [170].

En este sentido investigaciones de nuestro grupo nos han llevado a estudiar

la inducción y la reparación de lesiones moleculares sobre el ADN [171-173], así

como el papel de ciertos genes determinantes del resultado terapéutico [174, 175],

y cuantiĕcando la respuesta tisular, tras radioterapia por cáncer de mama [176],

hemos desarrollado estrategias de investigación encaminadas a predecir la sensi-

bilidad tisular para buscar, entre las pacientes irradiadas aquellas sobre las que gra-

vita el mayor riesgo de padecer complicaciones inducidas de carácter grave, como

efecto secundario del tratamiento antitumoral [167, 168]. Esto, si bien nos ha per-

mitido avanzar en el campo teórico de la radiobiología no nos ha proporcionado

resultados lo suĕcientemente consistentes como para ser utilizados en oncología

radioterápica [177]. Hoy aceptamos de una manera general que existe variación

tanto en la radiosensibilidad de las células tumorales, como en la de las células de

los tejidos sanos, y que estas diferencias están relacionadas con la curabilidad y la

tolerancia al tratamiento [178].

Las bases teóricas de la radioterapia actual se apoyan en modelos radiobioló-

gicos en los cuales se supone que el efecto de la radiación sobre las células es el

resultado de sucesivos eventos, que se inician con la transferencia de energía des-

de la radiación al ADN y que, produciendo daños letales y daños potencialmente

letales, ocasionan la disminución de las células clonogénicas del tumor. En los tu-

mores, el descenso en la supervivencia celular se puede describir matemáticamen-

te mediante una ecuación lineal cuadrática [179, 180]. Esta ecuación matemática

31



1. Introducción Virgínea de Araújo Farias

también puede ser usada para explicar la relación de iso-efecto entre esquemas

terapéuticos que usen diferentes valores para la dosis total y para la dosis por frac-

ción [181, 182]. Es evidente que para conseguir el control tumoral se requiere que

todas las células clonogénicas presentes en el mismo reciban una dosis letal. Sin

embargo, los efectos adversos que se asocian al tratamiento con radiación no pue-

den ser explicados ni con las bases teóricas que hoy aceptamos, ni con estos mode-

los matemáticos que empleamos, y una teoría más general se nos antoja necesaria

[165].

1.3.2 Efecto de vecindad

En radiobiología entendemos por efecto de vecindad la respuesta de células

no-irradiadas cuando quedan expuestas a señales procedentes de células que han

sido sometidas a tratamiento con radiación. Desde que se describió el efecto de

vecindad [183] el signiĕcado biológico, la importancia y la extensión de este fe-

nómeno continúan siendo cuestiones abiertas [184]. Sabemos que la aplicación de

radiaciones ionizantes a un determinado volumen blanco (tumor + tejidos peri-

tumorales sanos) desencadena efectos biológicos que exceden a los que derivan de

la muerte celular radioinducida. En efecto, la radiación produce el tejido irradiado

especies reactivas de oxígeno, de nitrógeno y factores proteicos difusibles, algunos

de los cuales han sido identiĕcados como posibles mediadores del efecto de vecin-

dad [185], y parece claro que los mecanismos moleculares del daño inducido, me-

diante efecto de vecindad, sobre las células situadas en la vecindad de las irradiadas

es diferente de los efectos genotóxicos que se describen como producidos direc-

tamente por la radiación [186]. Las células receptoras transducen las señales en-
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viadas por las células irradiadas y ofrecen unas respuestas coordinadas [187-189].

Desde el punto de vista de la estimación del riesgo que acompaña a los usos gene-

rales de la radiación la respuesta se ha interpretado como pre-malignizante [190]

y se piensa que el efecto de vecindad puede tener implicaciones en el riesgo de la

radiación pudiendo desencadenar efectos carcinogenéticos o hereditarios [191].

Por el contrario, desde la óptica del empleo de la radiación con ĕnes terapéuticos

se puede interpretar este efecto como un elemento positivo que puede incidir po-

sitivamente en los resultados de la radioterapia en los pacientes con cáncer [188,

192]. Sin duda que ambas posiciones deben ser consideradas en la estimación del

balance riesgo/beneĕcio cuando se trata de las aplicaciones médicas de la radia-

ción [193, 194].

Para comprender los mecanismos moleculares que son responsables del efecto

la vecindad e identiĕcar los factores que potencialmente actúan de manera clasto-

génica sobre las células en vecindad de las irradiadas, hemos llevado a cabo una

serie de experimentos in vitro diseñados para examinar si los efectos directos y

los fenómenos de vecindad inducidos por la radiación dependen del tipo celular

elegido, de las dosis de radiación administradas y de la presencia/ausencia de oxí-

geno. Como modelos tumorales hemos utilizado líneas celulares establecidas de

cáncer de mama y de melanoma humano y como modelos celulares de tejidos sa-

nos hemos utilizado líneas celulares derivadas del estroma del cordón umbilical

obtenidas por nosotros mismos en los laboratorios del IBIMER [142, 160]. Los

efectos directos de la radiación se han estudiado a dosis comprendidas entre 0 y 8

Gy siguiendo la metodología descrita por nuestro grupo en trabajos previos [171,

195] y los mecanismos del efecto de vecindad se han investigado utilizando la me-
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todología de transferencia de medio [183] utilizando las mismas dosis y el mismo

conjunto de modelos y líneas celulares.
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CAPÍTULO 2
Hipótesis y objetivos

2.1 Hipótesis de trabajo

El desarrollo creciente de la ingeniería tisular, así como los diversos procedi-

mientos clínicos de terapia celular están estrechamente ligados a la búsqueda de

nuevos biomateriales que faciliten: i) La consecución de líneas celulares capaces

de proliferar indeĕnidamente y diferenciarse a diversos tipos de tejidos; ii) La ex-

pansión de esas células hasta alcanzar densidades de 1− 5× 106 células por kg de

peso del paciente; y, iii) La regeneración de tejidos dañados.

Además, la utilidad de las células mesenquimales en clínica es cada vez más

prometedora, siendo necesario encontrar fuentes de células mesenquimales que

sean seguras y fáciles de obtener. Por ello, nos planteamos como hipótesis de tra-

bajo el estudio y caracterización de las células mesenquimales derivadas del tejido

perivascular (Wharton’s jelly) del cordón umbilical humano, su caracterización y

la expansión y diferenciación de éstas sobre un material biocampatible como son
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las telas de carbón activado. Hay que resaltar el hecho de que las estructuras tridi-

mensionales de estos biomateriales proporcionan el soporte adecuado para que las

células se adhieran, proliferen e, incluso, se diferencien cuando se les suministran

los factores de crecimiento y diferenciación apropiados.

En bibliografía podemos encontrar diversos estudios que se han centrado en el

desarrollo de nuevas estructuras tridimensionales “scaffolds” a partir de los com-

puestos biológicos naturales existentes en el hueso o en la matriz extracelular que,

además de proporcionar un soporte de ĕjación para las células, suministran a éstas

un microambiente similar al de los tejidos naturales, al actuar como reservorio de

citoquinas y factores de crecimiento y facilitar la interacción de las moléculas se-

ñalizadoras con los receptores de la superĕcie celular. También se ha descrito que

los biomateriales basados en macromoléculas pueden afectar a las capacidades ce-

lulares de ĕjación, migración, proliferación y diferenciación. Esto ha impulsado

la búsqueda de nuevos materiales biocompatibles entre los que se encuentran los

nanotubos de carbono y las ĕbras de carbón activado, ya que estos son materiales

biocompatibles sobre los que las células pueden adherirse y proliferar. La adhe-

sión de las células vivas sobre el carbón activado, en una primera aproximación,

se puede atribuir a un fenómeno de adsorción que tiene lugar entre la superĕcie

del carbón y las macromoléculas que conforman la estructura de la membrana ce-

lular (entre ellas los antígenos de membrana). Este proceso de adsorción queda

explicado mediante la teoría de la química de los coloides y las superĕcies, que

incluye tanto la atracción electrostática como la no-electrostática entre las que se

encuentran las interacciones hidrófobas. Esta última depende de la hidrofobicidad

de la superĕcie de interacción entre las células y el carbón. Cuanto mayor sea esta
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fuerza de atracción mejor será el enlace entre el biomaterial y la célula. Una vez

adheridas las células a la superĕcie del carbón, éste facilita el crecimiento celular

debido a sus propiedades adsortivas que hacen que el oxígeno y los nutrientes di-

sueltos en el medio de cultivo se concentren sobre su superĕcie favoreciéndose así

la disponibilidad de los mismos por las células.

Por todo ello, hemos considerado las telas de carbón activado, TCA, como un

material adecuado para el soporte, crecimiento, proliferación y diferenciación de

las células mesenquimales derivadas del tejido perivascular del cordón umbilical

humano. Las telas de carbón activado TCA son tejidos cuyos hilos entrecruzados

alternativa y regularmente están constituidos por ĕbras de carbón activado. Estos

materiales presentanmuchas ventajas frente a los carbones activados tradicionales

en forma pulverulenta o granular. Así, las ĕbras de carbón activado presentan un

área superĕcial elevada y su estructura porosa típica está desarrollada perpendi-

cularmente al eje de la ĕbra. Estas características hacen que posean una alta capa-

cidad y rápida cinética de adsorción, tanto en fase líquida como gaseosa. Por otra

parte, las célulasmesenquimales tienenun tamañodel orden de algunas decenas de

micrometros, por tanto quedarán sobre la superĕcie más externa de la TCA atra-

padas entre el entramado de ĕbras de carbón activado que componen su estruc-

tura. Cabe la posibilidad de que algunas de las cadenas de proteínas que forman la

membrana celular penetren enmayor omenor extensión en los poros de las ĕbras,

interaccionando con sus paredes para actuar como anclaje de las células mesen-

quimales. Además, el pH de la disolución usada para el cultivo de estas células (7,4)

es muy cercano al del pHPCC, por lo que la superĕcie de la TCA prácticamente

estará desprovista de cargas electrostáticas. En estas condiciones predominan las
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interacciones no electrostáticas entre la TCA y las células mesenquimales lo que

facilita su adhesión. Por tanto, nos planteamos responder a la pregunta: ¿Son las

telas de carbón activado un soporte adecuado para la proliferación de las células

mesenquimales?. Y, en caso de ser así, ¿Sería posible inducir la diferenciación de

estas células adheridas a las TCA?.

La radioterapia contribuye al tratamiento oncológico de un amplísimo número

de pacientes con cáncer ymás de 800000 pacientes europeos cada año se beneĕcian

de los procedimientos radiológicos. La probabilidad de control tumoral es función

de la dosis total administrada. La probabilidad de aparición de lesiones colaterales

severas es también dependiente de la dosis total administrada y de la naturaleza y

el volumen de los tejidos sanos irradiados. El progreso decisivo en este campo sería

proporcionar a cada paciente un tratamiento individualizado mediante el que se

busque la máxima probabilidad de control tumoral.

En este trabajo abordaremos el problema de investigación desde una aproxi-

mación exclusivamente experimental para estudiar la radiosensibilidad intrínseca

de las células tumorales en comparación con la de las células madre de tejidos sa-

nos y valorar los efectos colaterales que la irradiación de células produce entre si

mismas y sobre las vecinas con independencia del carácter de célula neoplásica o

célula troncal perteneciente a los tejidos peritumorales sanos.

La hipótesis general de la línea de investigación en la que se encuadra este tra-

bajo es la siguiente: Las células madre mesenquimales existentes en los tejidos del

adulto pueden ser cultivadas in vitro y transplantadas a los pacientes que vayan

a ser tratados con radiación para disminuir las manifestaciones de la irradiación
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aguda y controlar la gravedad de los efectos tóxicos secundarios a la terapéutica

con radiación.

2.2 Objetivos concretos

1. Aislar, cultivar y caracterizar células MSC a partir del estroma del cordón

umbilical humano.

2. Determinar los parámetros (constante de crecimiento, tiempo de duplica-

ción y número de duplicaciones) que caracterizan la proliferación de las cé-

lulas “stem” multi- o pluripotenciales cultivadas sobre plástico como sopor-

te convencional.

3. Examinar la inĘuencia de las características superĕciales de otras estructu-

ras capaces de proporcionar el anclaje de las células para permitir su creci-

miento.

4. Comprobar las potencialidades de diferenciación de las células MSC ensa-

yadas en estos tipos de soporte.

5. Valorar los parámetros de radiosensibilidad de las líneas celulares de célu-

las mesenquimales obtenidas comparándolos con los encontrados en líneas

celulares tumorales humanas.
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CAPÍTULO 3
Material y métodos

3.1 Obtención y cultivo de las célulasmadre estromales

3.1.1 Recogida y transporte demuestras de cordón umbilical

humano

Las células del estroma del cordón umbilical humano utilizadas en este estudio

fueron obtenidas a partir demuestras tomadas de cordón umbilical de recién naci-

dos normales que fueron recogidas en el paritorio del Departamento de Obstetri-

cia y Ginecología del Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Para conseguir la

muestra se informó a la madre del neonato de los objetivos del proyecto de inves-

tigación que estamos desarrollando y se obtuvo la correspondiente autorización

(véase el documento de consentimiento informado, Anexo A).

Lasmuestras de cordón umbilical fueron transportadas al laboratorio sumergi-

das en una solución estéril y fría (temperatura 0 ◦C) constituida por tampón fosfato
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salino (PBS) enriquecido con 20 mM de EDTA (Sigma), 2,5 μg/ml de anfotericina

B (Gibco), 50 μg/ml de gentamicina (Gibco) y 1 % v/v de Penicilina-Streptomicina

(Gibco) de acuerdo con las normas establecidas por el Banco de Tejidos y Tumores

del Hospital Virgen de las Nieves.

3.1.2 Puriöcación de las células del estroma perivascular de

cordón umbilical

El tiempo máximo transcurrido entre el parto y el procesamiento de las mues-

tras en el laboratorio no excedió nunca las 4 horas. La Figura 3.1 ilustra las fases

del proceso de puriĕcación de estas células.

La vena y las arterias que forman parte de la estructura del cordón umbilical

fueron separadas del resto del estroma utilizando unas pinzas. Los vasos y el te-

jido perivascular asociado fueron utilizados para preparar una suspensión de las

células por digestión enzimática. El cóctel enzimático estaba compuesto por PBS

enriquecido con 1,38 mg/ml de diaspasa (Worthington, 2104), 0,2 mg/ml de hia-

luronidasa (Sigma, H6254) y 0,8 mg/ml de colagenasa tipo 4 (Worthington, 4188)

y se efectuaron dos incubaciones de 45 minutos a 37 ◦C recogiendo en cada una

de ellas el sobrenadante. Posteriormente los restos de tejidos no digeridos fueron

incubados 20 minutos a 37 ◦C con una solución de tripsina al 0,25% m/v (Gibco,

25200075) (tripsina).

Una vez obtenidos, los sobrenadantes de todas las digestiones se mezclaron y

se ĕltraron a través de un ĕltro de 70 μm para separar los pequeños trozos de tejido

no digerido de las células en suspensión.
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La suspensión resultante contiene célulasmononucleadas y hematíes. Tras cen-

trifugación a 1500 rpm durante 5 minutos, el botón celular se resuspende en 50 ml

de tampón hipotónico compuesto de 15,5 mM NH4Cl, 1 mM KHCO2 y 10 μm

EDTA para lisar las células hemáticas. La suspensión resultante, tras un lavado en

medio de cultivo para eliminar restos del tampón de lisis, se resuspendió en medio

de cultivo fresco y se distribuyó en placas de cultivo de plástico con la superĕcie

tratada con 5 ng/ml de Fibronectina (Sigma) con objeto de facilitar la adheren-

cia de las células. A continuación, se introdujeron en la estufa de cultivo a 37 ◦C,

5 % O2, 5 % CO2 y 90 % N2 (condiciones de hipóxia) durante 24 horas. Trans-

currido este tiempo se cambió el medio de cultivo y se continuaron incubando

las células con cambios de medio adicionales cada 3 – 4 días hasta que las células

alcancen a cubrir el 70 % – 80 % de la superĕcie disponible.

3.1.3 Condiciones de cultivo

A las células adherentes así obtenidas las hemos denotado como células madre

estromales de cordón umbilical, UCSSC (umbilical cord stromal stem cells). Con

objeto de determinar si se preservan sus características morfológicas, fenotípicas

y su plasticidad, hemos ensayado dos condiciones de cultivo distintas: 1) hipoxia,

a 37 ◦C con 5 % de CO2, 5 % de O2 y 90 % de N2 y 2) la normoxia, a 37 ◦C con 5 %

de CO2, 21 % de O2 y 74 % de N2.

Elmedio de cultivo estándar empleado posee los siguientes componentes: 60%

v/v DMEM con 1 g/l de glucosa (Gibco, 11885092), 40 % v/v MCDB-201 (Sigma,

M-6770), 2 % v/v suero bovino fetal (FBS), 0,8 mg/ml BSA (Sigma, A-1933), 1×

LA-BSA (Sigma, L-9530), 1× ITS (Sigma I-3146), 1× Penicilina-Streptomicina
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(HyClone, SH30010), 1, 0 × 10−4 mM ácido ascórbico (Sigma, A-8960), 5, 0 ×

10−9 Mdexametasona (Sigma,D-2915), 10 ng/ml deEGF (Sigma, E-9644), 10 ng/ml

de PDGF (Peprotech, 100-14B) y 5, 0 × 10−5 M de β-mercaptoetanol (Gibco,

31350-010), complementado con el 1 % v/v de concentrado de lípidos (Gibco,

11905). Este medio se cambió cada 3 ó 4 días en función de las necesidades del

cultivo.

En algunos ensayos se utilizó otro medio de cultivo, medio de cultivo 2, con

mayor contenido en suero fetal (medio de cultivo al 10 % FBS) compuesto de un

89 % de DMEM con 1 g/l de glucosa (Gibco, 11885092), 10 % de FBS (PAA, 1087),

1 % de penicilina-streptomicina y 5 × 107 M de β-mercaptoetanol (Gibco).

Una vez que las células han alcanzado el 70%–80%de conĘuencia se despegan

con tripsina y se subcultivan sembrando una fracción de 1, 5×105 células en cajas

de cultivo de 75 cm2. El excedente de células se criopreservó a -175 ◦C en medio

de cultivo enriquecido con 10 % v/v dimetilsulfóxido (Sigma, D2650) (DMSO),

10 % v/v FBS (PAA, 1087).

3.1.4 Estudios de cinética del crecimiento de las poblaciones

celulares

Con el objetivo de determinar los parámetros del crecimiento de la población

celular hemos hecho estudios de la cinética del crecimiento de las poblaciones ce-

lulares en condiciones estándar (normoxia) y en hipoxia (sección 3.1.3).

Se sabe que las poblaciones celulares en cultivo incrementan su número en una

manera dependiente del tiempo de cultivo. El proceso de división celular concluye
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al ĕnal de cada ciclo celular con la duplicación de la célula. Así, en una población

celular sincrónica en la que todas las células alcanzan la mitosis exactamente al

mismo tiempo, el incremento del número de células en la población se expresa de

la forma siguiente:

Nt = 2x (3.1)

Siendo Nt el número de células en la población para el tiempo t y x el número de

divisiones que la población ha llevado a cabo en este tiempo.

En el caso de ser la población celular asíncrona y de que contenga células en

situación no-proliferativa, el número de células por unidad de tiempo no se puede

determinar por la ecuación 3.1 ya que sólo una fracción k de las células iniciales

pasa por mitosis por unidad de tiempo; la ecuación que reĘeja este incremento es

del tipo:

Nt = N0e
kt (3.2)

DondeN0 es el número de células sembradas en el tiempo inicial,Nt es el número

de células para el tiempo t y k es la constante de velocidad de crecimiento celular.

Las células tardan cierto tiempo en completar el ciclo celular. En este tiempo la

célula duplica tanto sumaterial estructural como el genético y se divide dando ori-

gen a dos células idénticas, si la división es simétrica al ĕnal de la mitosis. El valor

de ese tiempo se deĕne como tiempo de ciclo (Tc) y su valor no es igual para todas

las células de un organismo, ni para una población especíĕca que crece formando

un tapiz celular en una placa de cultivo. Además, en todos los tejidos hay células en

estado quiescente, G0, que no forman parte del compartimiento proliferativo. De

ser así, para describir la cinética del crecimiento de una población celular se utili-

za, el tiempo de duplicación (TD) deĕnido como el intervalo de tiempo necesario
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para que el grupo celular duplique sus elementos y que se expresa de la siguiente

forma:

TD =
ln 2
k

(3.3)

Otro parámetro habitualmente utilizado para expresar la cinética de proliferación

celular es el número acumulado de duplicaciones de población (DP) que se deĕ-

ne como el número de veces que una población ha doblado su número inicial de

células (N0). Esto se expresa mediante la expresión matemática que sigue:

DP =
logN − logN0

log 2
(3.4)

El TD y el DP han sido los parámetros que hemos usado para caracterizar la ciné-

tica de las líneas celulares derivadas de los cordones umbilicales recogidos en este

estudio.

Los datos necesarios para estudiar la cinética de las líneas celulares estableci-

das, han sido obtenidos mediante el recuento, en cámara de Neubauer, del número

de células al inicio y al ĕnal de cada pase (70 % a 80 % de conĘuencia, N y N0[x])

y hemos cuantiĕcado también el número de células a sembrar en el siguiente pa-

se (N0[x+1]). Estos recuentos se han repetido en cada pase. Además, se anotó el

tiempo de cultivo necesario para que en cada pase se alcanzase el estado de sub-

conĘuencia (70 % – 80 %). Así, se disponía de los datos necesarios: número de

células y tiempo de cultivo.
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3.1.5 Capacidad de formación de colonias en condiciones estándar

y en normoxia

Con objeto de validar la capacidad de las células UCSSC para formar colonias a

lo largo del período de su cultivo se sembraron por triplicado 500 células por placa

de Petri de 10 cm de diámetro, a pases distintos y se incubaron en condiciones

estándar y hipóxica. Los cambios de medio de cultivo se efectuaron cada 3 o 4

días y el cultivo se mantuvo hasta los 14 días, al término de los cuales las placas

se ĕjaron con etanol al 70 % v/v, durante 5 minutos a temperatura ambiente y se

tiñeron con cristal violeta durante 10 minutos. Finalmente, tras lavar las placas y

dejarlas secar, se hizo el recuento de colonias, considerando como colonias aquellas

que contenían más de 50 células.

3.1.6 Cariotipo al önal de la fase exponencial de la proliferación

celular

El crecimiento de las células UCSSC parece ajustarse a un modelo exponencial

al menos hasta que las células alcanzan tiempos de cultivo de alrededor de DP ≈

40. En distintos intervalos de ese periodo de cultivo hemos tomado muestras de

las células y las hemos cariotipado para veriĕcar que durante todo el tiempo de

cultivo han mantenido la estabilidad cromosómica.

El estudio del cariotipo se ha realizado tratando las células durante 2 horas

con 50 mg/ml de colchicina (Logical Industries) para inhibir la mitosis y man-

tener las células en metáfase. Tras esto, se despegan las células con una solución

de 2,5 mg/ml de tripsina y 0,4 mg/ml de EDTA (Gibco, 25200-072) incubando
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el botón celular durante 20 minutos a 37 ◦C con una solución acuosa de KCl al

7, 5×10−1 M previamente calentado a esa misma temperatura. De esta manera se

lisan las células y se liberan los núcleos. En lavados sucesivos en una solución fría

demetanol al 2, 46×10−2 My ácido acético al 1, 75×10−2 M los núcleos se ĕjan y

se eliminan las membranas celulares. Finalmente, los núcleos ĕjados se depositan

en láminas previamente limpias y se dejan secar. Para hacer el bandeamiento G de

los cromosomas se incuban las láminas con los núcleos ĕjados a 47 ◦C durante 24

horas y se tratan con una solución de 2 mg/ml de tripsina a temperatura ambiente

durante unos segundos para después lavar con PBS y dejar secar. Posteriormente

las láminas se tiñen con una solución 1:1:8 de Giemsa:H2O:PBS durante 10 minu-

tos a temperatura ambiente y, a continuación, se lavan en agua corriente y se dejan

secar.

Para determinar el número modal de cromosomas por núcleo se analizaron

por observación microscópica un total de 23 metafases.

3.1.7 Estudios del fenotipo de las células UCSSC in situ y in vitro

Para identiĕcar el lugar de donde provienen las células separadas mediante el

tratamiento enzimático del estroma del cordón umbilical se comparó las células

así obtenidas con las existentes en muestras de cordones umbilicales intactos y en

los vasos, antes y después llevar a cabo el tratamiento enzimático descrito en la

sección 3.1.2.

Todas las muestras fueron ĕjadas en formalina tamponada al 10 % durante

24 horas e incluidas en paraĕna para luego seccionarlas y tratarlas con distintos

anticuerpos para marcar los antígenos. Las secciones de 4 μm de espesor fueron
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cortadas a lo largo del eje horizontal de las piezas y entonces desparaĕnadas, hi-

dratadas y tratadas a 98 ◦C durante 20 minutos en un una solución tampón de

1 mM de EDTA a pH 8,0 en un módulo PT (ermo Fisher, Fremont, CA) para

dejar accesibles los epítopos antigénicos correspondientes a las células.

Para comparar el fenotipo de las células encontradas en las secciones de cordón

umbilical con las células puriĕcadas y cultivadas, estas últimas fueron cultivadas

sobre portas estériles durante 24 horas y luego ĕjadas durante 5 minutos en PFA

al 4 % para después teñirlas.

Los anticuerpos utilizados en la determinación de la expresión inmunofenotí-

pica de los distintos marcadores han sido recogidas en la Tabla 3.1. Para los con-

troles se utilizó el isotipo IgG1/κ y suero normal de conejo. Los anticuerpos fueron

incubados con las muestras a temperatura ambiente. El estudio inmunohistoquí-

mico se hizo en un immunostainer automático (Autostainer 480, ermo Fisher)

usando un procedimiento basado en la técnica de la polímero-peroxidasa, segui-

do del desarrollo con diaminobenzeno, para conseguir un precipitado marrón, o

del desarrollo con aminoetilcarbazol, para conseguir un precipitado rojo (Master

Diagnóstica).

Ademas, se ha estudiado el fenotipo de las células cultivadas por citometría de

Ęujo, usando un citómetro FACSCanto II (BD), con objeto de comparar el patrón

de expresión de las células obtenidas en este trabajo, con el patrón típico de las

célulasmadremesenquimales descrito por otros grupo. La relación de anticuerpos

seleccionados se muestra en la Tabla 3.1.

En todos los casos, para separar las células, las placas de cultivo fueron tra-
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Tabla 3.1: Relación de anticuerposa utilizados en la determina-
ción del inmunofenotipo de secciones de cordón umbilical y de
las células UCSSC.

Marcador Clon Dilución

Vimentina
b

V9 1/200

CD45
b

Mezcla 1/60

CD68
b

Kp1 1/30

CD31
b

JC/70A 1/25

CD34
b

QBEND/10 1/50

Queratina
b

AE1/AE3 1/500

CD10
b

56C6 1/50

Caldesmon
b

TD107 1/50

Desmina
b

D33 1/20

alfa actina de músculo liso (ACTA2)
b

1A4 1/200

gama actina de músculo liso (ACTG2)
b

HHF35 1/40

Podoplanina
b

D2-40 1/40

Ki67
c

PS6 1/100

Colágeno II
b

2B1.5 1/20
a Anticuerpos comercializados por Master Diagnóstica, Granada.
b Anticuerpo monoclonal IgG1/κ de rata.
c Anticuerpo monoclonal IgG1/κ de conejo.

tadas con una solución de 2,5 mg/ml de tripsina y 0,4 mg/ml de EDTA (Gibco,

25200-072), cuando estuvieron a 70 % – 80 % de conĘuencia. Tras lavar las células

y resuspenderlas en PBS frío se procedió a realizar las tinciones correspondientes

con los anticuerpos relacionados en la Tabla 3.2 siguiendo las instrucciones del

fabricante. En cada determinación mediante citometría de Ęujo se utilizaron 105

células.

Un total de 5 líneas de UCSSC cultivadas en condiciones estándar o en nor-
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Tabla 3.2: Relación de anticuerpos utilizados
en la determinación del fenotipo de 5 líneas de
células UCSSC en dos condiciones de cultivo.

Marcador Anticuerpo

CD10-FITC Caltag, clone MEM-78

CD14-FITC BD, clone M5E2

CD29-FITC Caltag, clone MEM-101A

CD31-APC R&D, clone9G11

CD34-FITC BD, clone 2D1

CD44-APC BD, clone G44-26

CD45-APC Caltag, clone HI30

CD54-FITC Caltag, clone MEM 111

CD73-PE BD Pharmingen, clone AD2-PE

CD90-PE eBioscience, clone eBio5E10

CD105 Serotec, clone SN6

SMA-Cy3 Sigma, clone IA4

moxia fueron ensayadas y los análisis se han hecho con el programa informático

Cell Quest Pro (BD).

3.1.8 Caracterizaciónmolecular

Hemos estudiado por PCR la expresión en células UCSSC de factores de trans-

cripción que se identiĕcan de manera habitual en células ES y para los cuales se ha

descrito alguna relación con el mantenimiento de la pluripotencialidad, entre ellos

hemos valorado la expresión de POU5F1, NANOG, KLF4, MYC , SOX2 y SALL4.

Las parejas de cebadores especíĕcos para los genes en estudio fueron diseñadas

con el programa informático Primer 3 [196] y ĕguran en la Tabla 3.3. Cada pare-
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ja de cebadores se diseñó, siempre que ha sido posible, de modo que estuvieran

separados por al menos un intrón.

Tabla 3.3: Parejas de cebadores para los factores de transcripción
utilizados en la caracterización molecular de las líneas celulares
UCSSC.

Marcadores
a

Secuencias de Oligonucleótidos T
b

Amplicón
c

POU5F1-FW CGAAAGAGAAAGCGAACCAG 60,12 157

POU5F1-REV GCCGGTTACAGAACCACACT 60,04

NANOG-FW ATACCTCAGCCTCCAGCAGA 59,97 174

NANOG-REV CTGGGGTAGGTAGGTGCTGA 60,13

KLF4-FW GTTCCCATCTCAAGGCACAC 60,52 196

KLF4-REV ATGTGTAAGGCGAGGTGGTC 60,00

MYC-FW CCTACCCTCTCAACGACAGC 59,87 246

MYC-REV CTCTGACCTTTTGCCAGGAG 59,98

SOX2-FW ACACCAATCCCATCCACACT 60,10 224

SOX2-REV GCAAACTTCCTGCAAAGCTC 60,14

SALL4-FW CAGGGATGACCCCTTTGTTA 59,78 207

SALL4-REV CCCCGTGTGTCATGTAGTGA 60,44

GAPDH-FW ATGTTCGTCATGGGTGTGAA 59,81 173

GAPDH-REV GTCTTCTGGGTGGCAGTGAT 60,12
a FW: sentido, REV: antisentido
b Temperatura de hibridación de cada oligonucleótido en ◦C
c Tamaño del amplicón en pares de bases (bp)

El RNA de las células UCSSC se preparó a partir de cultivos a diferentes pases

homogeneizando el tapiz celular enTrizol (Invitrogen) y procediendo la extracción

del RNA de acuerdo con las indicaciones del fabricante (extracción con guanidina

fenol-cloroformo basada en el método descrito originalmente por Chomczynski

y col. [197]).

Una muestra del RNA extraído, (2 μg), fue sometida a transcripción reversa

usando el kit M-MLV (Invitrogen, 28025-013), siguiendo las indicaciones del fa-
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bricante. Para cada reacción de PCR se ha utilizado 1 μl del cDNA diluído en los

25 μl totales de la reacción y se ha usado 1 U de Taq DNA polimerasa recombinan-

te (Invitrogen 10342-053) y 5, 0× 10−5 μM de primers. Las reacciones de PCR se

han llevado a cabo utilizando el siguiente protocolo: un ciclo inical de 4 minutos a

94 ◦C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 94 ◦C, 30 s a 57 ◦C y 30 s a 72 ◦C y ĕnalizando

con un ciclo de 7 minutos a 72 ◦C.

3.1.9 Diferenciación osteogénica

El estudio de las potencialidades de diferenciación de las células obtenidas

se ha realizado mediante la diferenciación osteogénica de células UCSSC tal y

como ha sido descrito por Coppi y col. [60]. Para ello, se prepararon placas de

cultivo con densidades celulares de 3, 0 × 103 células UCSSC por cm2, mante-

niendo las durante 4 semanas en medio de inducción osteogénica compuesto por

DMEM (1 g/l de glucosa) enriquecido con 10 % v/v de FBS (PAA, 1087), 1 % v/v

de Penicilina-streptomicina (HyClone SH30010) y con los suplementos osteogé-

nicos (1, 0 × 10−7 M de dexametasona (Sigma, D-2915), 1, 0 × 10−2 M de beta-

glicerofosfato (Fluka, 50020), 5, 0 × 10−5 M de ácido ascórbico 2-fosfato (Sigma,

A-8960)). El cambio de medio se realizó cada 3 ó 4 días y al ĕnal del período de

crecimiento e inducción, las placas fueron ĕjadas con una solución tamponada

con 40 mg/ml de PFA y se tiñeron con 10 mg/ml de nitrato de plata y 50 mg/ml de

tiosulfato de sodio. El nitrato de plata reacciona con el calcio al ser expuesto a la

luz ultravioleta formando un precipitado oscuro, que indica que las células se han

diferenciado a osteocitos.
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3.1.10 Diferenciación adipogénica

La inducción adipogénica de las UCSSC, se llevo a cabo sembrando 3, 0 ×

103 células por cm2 y, durante 4 semanas, se cultivaron con medio de inducción

adipogénica compuesto por:DMEM(1 g/l de glucosa) enriquecido con 10%v/v de

FBS (PAA, 1087), 1 % v/v de Penicilina-streptomicina (HyClone SH30010) y con

los suplementos adipogénicos (1, 0× 10−6 M de dexametasona (Sigma, D-2915),

1, 0× 10−3 M de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), 10 μg/ml de insulina (Sigma)

y 6, 0 × 10−5 M de indometacina (Sigma). Los cambios del medio de cultivo se

realizaron cada 3 o 4 días. Al ĕnal del período de crecimiento e inducción las placas

fueron ĕjadas con una solución tamponada con 40 mg/ml de PFA y teñidas con

una solución de 35 μg/ml de rojo sudán 5B (oil red O) en isopropanol. El rojo sudán

5B tiñe las vacuolas de grasa que se forman en las células diferenciadas.

3.1.11 Diferenciación condrogénica

En un tubo de 15 ml se sembraron en forma de botón celular 2, 0 × 105 cé-

lulas UCSSC y se cultivaron en medio de cultivo enriquecido con 1, 0 × 10−7 M

de dexametasona (Sigma, D-2915), 50 μg/ml de ácido ascórbico 2-fosfato (Sigma,

A-8960) y TGF-beta-3 (Peprotech) en ausencia de suero durante 3 semanas. Los

cambios de medio de cultivo se realizaron cada 3 o 4 días.

Al término del periodo de inducción los botones celulares se ĕjaron con una

solución tamponada con 40 mg/ml de PFA. El aspecto externo de los productos de

la diferenciación era de apariencia brillante y los pellet fueron procesados para su

observación microscópica. Para ello, secciones desparaĕnadas e hidratadas fueron

teñidas con una solución de 20mg/ml de azul alcian 8GX (Sigma) a pH2,5 durante
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30 minutos, lavadas en agua y procesadas para observación microscópica.

3.1.12 Ensayos de contractibilidad celular

Los ensayos de contracción de las células UCSSC incluidas en una matriz de

colágeno se han realizado según el procedimiento descrito por Muñoz-Fernández

y col. [198]. Inicialmente se preparó unamezcla de estéril compuesta de 0,3 mg/ml

de colágeno bovino tipo I (BD Bioscience, 354231) frío, 1, 0 × 10−3 M de NaOH

en PBS concentrado (10 ×), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Las

células UCSSC a pase 3 fueron incorporadas a la dilución de colágeno en PBS a

una concentración de 1, 0× 106 células por ml de solución.

Sobre placas de cultivo de 6 pozos se depositaron 50 μl de lamezcla de células y

colágeno y se incubaron a 37 ◦Cdurante 2 horas para que se polimerizara lamatriz.

Inmediatamente después de la geliĕcación se añaden 2 ml de medio de cultivo al

10 % FBS (descrito en la sección 3.1.3) y las células embutidas se cultivan durante

24 horas en condiciones estándar.

Las respuesta contráctil de las células se estudió tras estimulación conmedio de

cultivo al 10 % FBS enriquecido con factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF), factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1) o interleucina 10

(IL10) a concentraciones de 10, 25 o 50 ng/ml durante 48 horas. En algunos casos,

tras las 48 horas de incubación con lamáxima concentración de citoquina, se retiró

el estímulo incubando las células con medio de cultivo sin citoquinas para ensayar

la reversibilidad del proceso de contración o relajación inducida por la presencia de

las citoquinas. Los controles fueron tratados con medio de cultivo sin citoquinas.

Cada condición fue ensayada por triplicado.
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Al ĕnal de los tratamientos, se realizaron mediciones de la altura (hn) y del

radio (rn) de cada gota de colágeno utilizando el micrómetro del microscopio. El

volumen de las gotasVn, se calculó utilizando la ecuación del volumen del casquete

esférico:

Vn =
πhn

6
(3r2n + h2

n) (3.5)

Los valores calculados para los volúmenes (Vn) en cada condición experimen-

tal fueron normalizados usando la siguiente fórmula:

Vn% = 100× Vn0 − Vn

Vn0

(3.6)

donde Vn% es el porcentaje de contracción de cada muestra y Vn0 es el volumen

encontrado para los controles del respectivo tratamiento.

Las diferencias entre las medias de los valores encontrados para los tratamien-

tos y sus controles fueron analizadas mediante análisis de varianza.

3.1.13 Microscopía electrónica

El estudio de la ultraestructura de las células UCSSC se realizó mediante mi-

croscopia electrónica. Para ello, las células, fueron ĕjadas en glutaraldehído al 2,5%

v/v durante 24 horas y luego en tetraóxido de ósmio a 4 ◦C durante 2 horas. A

continuación, se deshidrataron utilizando concentraciones crecientes de acetona

y se incluyeron en Epon. Las piezas obtenidas se cortaron con un ultramicrotomo

(Reichert-Jung ULTRACUT, Leica Microsystems, Barcelona, Spain) en secciones

ultraĕnas de 70 μm y se tiñeron con citrato de plomo y acetato de uranilo. Las

secciones se observaron al microscopio eletrónico (Zeiss EM 902) y las imágenes
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fueron procesadas en el programa informático cellB para Windows (So Imaging

System, Münster, Germany).

3.2 Cultivo de células mesenquimales enmatrices

tridimensionales

3.2.1 Telas de carbón activado (TCA)

Las telas de carbón activado se han empleado como soporte para el cultivo

tridimensional de las células UCSSC. Para ello, se han recortado en círculos de

dos dimensiones: 6,0 mm o 15,0 mm de diámetro.

Las TCA utilizadas han sido proporcionadas por Kynol Europa. Tienen 2128

m2g−1 ± 14 m2/g de área de superĕcie BET, 0,2 % de polvo, 1,7 % de oxígeno y

pHPZC 8,0. El pHdelmedio de cultivo utilizado pH7,4 junto con las caracteristicas

de las TCA permiten que las células se ĕjen en dicha matriz, además de facilitar el

intercambio de nutrientes entre el medio y la célula.

3.2.2 Cultivo de células UCSSC sobrematriz de TCA

Las célulasUCSSCcultivadas como se ha descrito anteriormente (sección 3.1.3)

se han depositado sobre fragmentos circulares de TCA ubicadas en los pozos de

una placa de cultivo de 96 pozos o en una placa de 24 pozos, sembrando 1, 0×104 –

1, 0× 105 células por pozo en medio de cultivo estándar. Los cultivos se siguieron

durante 28 días tomando, periódicamente, imágenes y datos de la cinética de su

crecimiento.
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3.2.3 Transducción de las células UCSSC

El cultivo sobre TCA presenta el inconveniente de que la matriz es opaca y,

por ello, para poder observar las células en proliferación por microscopía óptica

las células fueron transducidas con un vector lentiviral que contenía el gen de la

proteína verde Ęuorecente GFP.

Las células transfectadas se obtuvieron sembrando 3, 0 × 104 células UCSSC

por cm2, en placas de cultivo de 6 pozos, adicionando medio de cultivo estándar

en condiciones de normoxia durante 24 horas, con objeto de que las células se

adhirieran y empezaran a crecer. Al término de este período se cambió el medio

de cultivo y se añadieron 0,8 ml de sobrenadante vírico con 5 μg/ml de sulfato de

protamina (Sigma) por pozo e incubándose después en condiciones de normoxia

durante 48 horas. Las células, así, transducidas fueron subcultivadas en normoxia

y con medio de cultivo estándar hasta alcanzar el 70 % a 80 % de conĘuencia. La

expresión de proteína verde Ęuorecente (GFP) se cuantiĕcó mediante citometría

de Ęujo.

3.2.4 Proliferación de células UCSSC sobre TCA

El estudio de la cinética de crecimiento de las UCSSC sobre TCA se realizó

incubando las telas durante 24 horas en medio de cultivo estándar a 37 ◦C. A con-

tinuación, tras este período de acondicionamiento se sembraron 1, 0×104 células

transducidas con GFP sobre cada uno de los pozos con TCA y las células se man-

tuvieron en cultivo en condiciones de normoxia. A las 48 horas de la siembra se

trasladaron las TCAs a una placa de cultivo nueva y se cuantiĕcó la cantidad de

células que se habían adherido al plástico. A continuación, se paró el cultivo a los 7,
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11, 18 y 28 días procediendo a cuantiĕcar el ADN de las células adheridas. Todos

los ensayos se realizaron por triplicado cuantiĕcando el ADN por espectrofoto-

metría.

Como control hemos sembrado la misma cantidad de células en una placa de

96 pozos o en placas de 6 pozos y hemos tomado muestras (por triplicado) a los

días 7, 11, 18 y 28 del cultivo. De estasmuestras se ha extraído el DNAde las células

adheridas y se ha medido su cantidad por espectrofotometría.

Con las medidas tomadas hemos comparado las curvas de crecimiento obte-

nidas para las células que crecieron sobre TCAs o sobre plástico.

3.2.5 Diferenciación osteogénica

El estudio de la diferenciación osteogénica se ha llevado a cabo induciendo la

diferenciación de células UCSSC no marcadas con GFP cultivadas sobre círculos

de TCA 1, 0×104 células por TCA en una placa de cultivo Petri (10 cm de diáme-

tro). Las células se dejaron crecer durante 4–6 semanas en el medio de inducción

osteogénica descrito anteriormente (Sección 3.1.9). El medio se cambió cada 3 a

4 días. Al ĕnal del período de inducción hacia la diferenciación osteogénica unas

telas fueron destinadas a estudios de microscopía, difracción de rayos-X, espec-

troscopía de absorción atómica.

3.2.6 Diferenciación condrogénica

La diferenciación condrogénica de células UCSSC no marcadas con GFP se

realizó sembrando 1, 0×105 células sobre círculos de TCA en una placa de cultivo
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Petri (10 cm de diámetro) durante 4 semanas en el medio de inducción condrogé-

nica descrito anteriormente (Sección 3.1.11). Durante todo el tiempo del cultivo se

hicieron sucesivos cambios de medio reemplazando la mitad del medio de cultivo

existente en el disco por el mismo volumen de medio fresco con una periodicidad

de cada 3 a 4 días. Al ĕnal del período de inducción las telas destinaron a estudios

de microscopía.

3.3 Respuesta de las células estromales y las tumorales

a la radioterapia

3.3.1 Estudios de radiosensibilidad de células UCSSC

En los estudios de radiosensibilidad y efecto de vecindad hemos utilizado, ade-

más de células UCSSC, líneas celulares de melanoma humano A375 y G361. Las

células A375 nos fueron proporcionadas por el Dr. Bosserhoff (Institute of Patho-

logy, Regensburg University, Germany) y se cultivaron en DMEM-LG (Invitrogen,

21885-108) enriquecido con FBS al 10 %, aminoácidos no-esenciales al 1 % (Invi-

trogen, 11140035) y con Penicilina-estreptomicina al 1 % (Invitrogen, 15140-122).

Las células G361 (CIC, ECCAC:88033040) fueron obtenidas del Centro de

Instrumentación Cientíĕca (CIC) de la Universidad de Granada y fueron culti-

vadas en DMEM-HG (Invitrogen, 31966-047) enriquecido con FBS al 10 %, y con

Penicilina-estreptomicina al 1 % (Invitrogen, 15140-122).

Ambas líneas se sembraron a una densidad de 1, 2 × 104 células por cm2 y

fueron subcultivadas hasta alcanzar el 70 % a 80 % de conĘuencia.
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3.3.2 Producción demedio condicionado: Irradiación a dosis

agudas de células UCSSC y de las líneas tumorales

Para estudiar el potencial de sensibilidad por vecindad de las lineas celulares,

que hemos incluido en este trabajo se sembraron células a una densidad de 1, 3×

105 por cm2 en cajas de cultivo de 75 cm2 en 10 ml del medio de cultivo. A las 24

horas de la siembra las cajas de cultivo fueron irradiadas, a temperatura ambiente,

a una tasa de dosis de 2 Gy/min (usando un irradiador de 137Cs), a dosis totales

comprendidas entre 0–8 Gy. Finalizada la irradiación, las células fueron devueltas

al incubador, donde tras 24 horas se recogió el medio de cultivo, que se centrifugó

a 3 000 rpm a temperatura ambiente y se ĕltró a través de 0,22 μm (Milipore). Este

medio, denominado medio condicionado por la irradiación (MC), se usó en los

experimentos de transferencia de medio.

3.3.3 Ensayos de transferencia demedio

Los potenciales efectos de vecindad se han estudiado a través de ensayos de

transferencia de medio usando medio MC [183]. En todos los casos, células no

irradiadas estuvieron en contacto con una fracción determinada de medio MC.

3.3.4 Ensayo de formación de colonias

Para llevar a cabo el experimento de formación de colonias se sembraron 20

células por cm2 en cajas de 25 cm2 las cuales fueron tratadas durante 24 horas con

medio MC. Al cabo de este tiempo el medio de cultivo fue sustituido por medio

estándar. Las células fueron mantenidas en cultivo durante 10 a 14 días y las colo-

nias resultantes se tiñeron con violeta de genciana y se contó la fracción de células
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supervivientes. De este contaje se calcula la fracción de células supervivientes uti-

lizando las expresiones que siguen:

Ec =
N °Colonias

N °Células
(3.7)

donde Ec es la eĕciencia de clonaje de las células control

ET =
N °ColoniasT
N °Células

(3.8)

donde ET es la eĕciencia de clonaje de las células tratadas

Fs =
ET

Ec

(3.9)

donde Fs es la fracción de supervivencia

FM = 1− Fs (3.10)

donde FM es la fracción de muerte.

3.3.5 Análisis de la apoptosis

Tras tratar las células A375 y G361 no irradiadas con medio MC durante 24

horas, se despegaron las células, se lavaron con PBS y se ĕjaron con etanol frío al

70 % (V/V). Tras esto las células fueron tratadas con una solución tamponada de

fosfato y ácido cítrico a pH 7.8 durante 10 minutos a 37 ◦C. A continuación, se han

teñido con una solución compuesta de 100 μg/ml RNAsa y 1 μg/ml de ioduro de

propidio durante 30 minutos a 37 ◦C. El análisis cuantitativo de las distribución

de las células en el ciclo celular se realizó utilizando un citómetro FACSCanto II

usando el programa informático FACSDIVA (BecktonDickinson,MountainView,

CA, USA). Esto nos permitió calcular el porcentaje de células existente en fase Sub

G1.
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3.3.6 Electroforesis de célula única

Hemos cuantiĕcado el daño en el DNA y su reparación a través de una elec-

troforesis de célula única (ensayo cometa) en células de melanoma y en células

UCSSC.

El ensayo cometa se realizó tomando células irradiadas a 6 Gy a diferentes

tiempos suspendiéndolas en una solución apropiada. Alícuotas de esas solucio-

nes conteniendo 103 células fueron embebidas en 120 μl de agarosa de bajo punto

de fusión al 1% (V/V) en PBS a 37 ◦C. Esta suspensión celular fue depositada sobre

un porta-objetos de cristal, protegidas con un cubre e incubadas en el refrigerador

durante 5 minutos . El cubre se separó y los portas fueron procesados como ha

sido descrito Garcia y col. [199].

La suspensión de células en agarosa, tras haber sido sometida a electroforesis,

fue examinadamediante microscopía para localizar las células y cuantiĕcar los pa-

rámetros derivados del ensayo cometa. Utilizando el programa informático CASP

[200].

3.3.7 Fraccionamiento en el efecto de vecindad

Para investigar la contribución del efecto de vecindad durante el curso de un

tratamiento hemos hecho dos ensayos: (i) inicialmente hemos medido la capaci-

dad del medio MC para inducir la muerte celular en células no irradiadas utili-

zando diluciones sucesivas de medio MC en medio estándar de crecimiento (0/5

a 5/5), (ii) estudio del efecto global del tratamiento con medio MC de forma reite-

rada sobre la misma población tumoral. En este último caso, se ha empleado un
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régimen de fraccionamiento de exposiciones al medio MC en días sucesivos, cam-

biando em medio MC a las 24 horas durante 4 días. Durante cada uno de esos días

un grupo de cajas de cultivo fue separado para continuar con el experimento de

formación de colonias. El objetivo del este ensayo fue simular el efecto de vecindad

potencialmente producido por cada una de las fracciones de la dosis de radiación

administrada al tumor.
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CAPÍTULO 4
Resultados

4.1 Crecimiento y fenotipaje de las células estromales

de cordón umbilical

4.1.1 Cinética del crecimiento y clonalidad de las células UCSSC

cultivadas en dos condiciones

Las células UCSSC extraídas de distintas muestras de cordón umbilical fue-

ron cultivadas en diferentes condiciones de presión de oxígeno para determinar

la inĘuencia de la concentración de éste en el ritmo de crecimiento de las células

así como, su capacidad de formación de colonias, la duración de los cultivos en

fase exponencial y el número de duplicaciones celulares que podían conseguirse

al término del experimento.

Hemos podido observar que en condiciones de hipoxia (5 % O2 y 5 % CO2)

las células UCSSC muestran un enlentecimiento en su crecimiento a los 72 días de
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cultivo con DP5% = 52 (Figuras 4.1). En contraste, en condiciones de normoxia

(21 % O2 y 5 % CO2) las células UCSSC enlentecen su crecimiento, aproximada-

mente, 10 días antes y el promedio de duplicaciones que son capaces de realizar

se sitúa en los DP20% = 34. Además, en la Figura 4.1 se aprecia que en condicio-

nes hipóxicas las células crecen más rápidamente en comparación con las células

mantenidas en normoxia. Esta diferencia se pone de maniĕesto en el valor de las

pendientes de ambas rectas. Así, en condiciones hipóxicas la pendiente de la recta

de crecimiento (número de duplicaciones por días de cultivo) es de 0, 69 ± 0, 02

mientras que el valor obtenido para las células en normoxia es de 0, 47 ± 0, 03.

A partir del valor de la pendiente de crecimiento se puede determinar el tiempo

de duplicación celular. Los datos obtenidos muestran que las células UCSSC du-

plican su población cada 35 horas en condiciones de hipoxia (5 % de presión de

O2) mientras que en condiciones de normóxia (21 % de presión parcial de O2)

duplican su población a cada 51 horas.

0 20 40 60 80 100
0

20

40

60

UCSSC 5%O2

UCSSC 20%O2

Días en cultivo

D
P

A

Figura 4.1: Cinética de crecimiento de células UCSSC a diferentes concentraciones de oxí-
geno. Cada punto en el gráĕco representa el valor medio de las duplicaciones de población
(DP ).
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Por otra parte, la eĕciencia en la formación de colonias, Figura 4.2, para las cé-

lulas en condiciones de hipoxia se mantuvo en aproximadamente a un 15 % desde

el día 17 de cultivo hasta el día 58 de cultivo. Sin embargo, para las células culti-

vadas en normoxia este coeĕciente resultó del orden del 5 % durante los primeros

30 días de cultivo y, además, a partir del día 37 de cultivo la formación de colonias

de más de 50 células dejó de ser clara.

07 10 17 21 25 33 37 44 49 58
0%

5%
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15%

20%

25%

30%

35%

UCSSC 5% O2
UCSSC 20% O2

Días en cultivo

C
lo

no
ge

ni
ci

da
d

Figura 4.2: Eĕciencia en la formación de colonias en células UCSSC cultivadas a 5 % de
oxígeno y a 20 % de oxígeno. En cada barra están representados el valor medio de la eĕ-
ciencia de la formación de colonias (E) y el error estándar E ± SEM .

4.1.2 Cinética de crecimiento de las células UCSSC y estabilidad en

el cariotipo en condiciones de cultivo estándar

La cinética de crecimiento celular se siguió a intervalos regulares de tiempo,

3–4 días de subcultivo, y mediante contaje de las células en cámara de “Neubauer”,

realizando el seguimiento de 12 muestras de cordones umbilicales diferentes. Del

análisis de los resultados obtenidos se desprende que el crecimiento exponencial

se mantiene hasta los 80 días de cultivo y que el número de duplicaciones que es
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posible alcanzar se sitúa en torno a las 50. Los datos obtenidos se muestran en la

Figura 4.3 ajustándose a una línea recta.
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UCSSC (Regresión Lineal)

Días en cultivo

D
P
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Figura 4.3: Cinética de crecimiento de UCSSC (n=12). Cada punto del gráĕco representa
el valor medio de DP .

Alrededor deDP ≈ 45 hemos analizado el cariotipo de las célulasmantenidas

en cultivo. En la Figura 4.4 se muestran los resultados obtenidos, observándose un

cariotipo normal de una línea de UCSSC sin alteraciones cariotípicas evidentes,

tras un número acumulados de duplicaciones de 45.

4.1.3 Inmunofenotipo de las células UCSSC in situ e in vitro

Al objeto de establecer EL inmunofenotipo de las células UCSSC in situ e in

vitro se ha estudiado la expresión de un conjunto demarcadores (Tabla 3.1) en sec-

ciones transversales de muestras de cordón umbilical y en células UCSSC, cultiva-

das. Además, mediante inmunohistoquímica se ha identiĕcado las células UCSSC

in situ y, por citometría de Ęujo las células UCSSC cultivadas, utilizando los mar-

cadores más característicos de las células madre mesenquimales (Tabla 3.2).
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Figura 4.4: Estabilidad del cariotipo de UCSSC (n=23) tras 45 DP .

En la Figura 4.5, a bajo aumento, se puede apreciar la expresión de queratinas,

SMA y caldesmon, visibles en la zona del músculo liso arterial, donde la densidad

celular es alta. También se evidencia la expresión de CD34 en el endotelio de las

arterias del cordón umbilical Figura 4.5D.

A B

C D

Figura 4.5: Inmunohistoquímica de secciones transversales de cordón umbilical a bajo
aumento. Positividad para A, queratinas; la B, SMA y el C, caldesmon en el músculo liso
arterial y D, CD34 en el endotelio arterial. VL: luz del vaso; SM: células de músculo liso;
WJ: gelatina de Wharton.
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En la Figura 4.6 se muestran las secciones de un corte transversal de un cordón

umbilical, apreciándose la distribución de las zonas positivas para las queratinas de

los clones AE1 y AE3 en vista panorámica Figura 4.6A, y en detalle y a un mayor

aumento de 400× en la Figura 4.6D-B. Los anticuerpos anti-queratinas marcan

el citoplasma de las células del músculo liso arterial (Figura 4.6D), de las UCSSC

presentes en la gelatina de Wharton (Figura 4.6C) y de las células amnióticas epi-

teliales (Figura 4.6B).

A

B C D

Figura 4.6: Identiĕcación in situ de las UCSSC por inmunohistoquímica. Cortes transver-
sales de cordón umbilical teñidos con anticuerpos anti-queratinas (Clones AE1/AE3). A
Vista panorámica; B, Amnios; C, Gelatina de Wharton; D, Músculo arterial. Aumento de
400x en B, C, D.

Además, en las secciones teñidas con anticuerpo anti-CD10, Figura 4.7, se pue-

de apreciar con detalle la tinción de la membrana celular de las UCSSC presentes

en la gelatina de Wharton (Figura 4.7C). Sin embargo, no se ha podido apreciar

tinción en el amnios ni en las células de músculo liso arterial, Figura 4.7B y D.

Para asegurarnos de que tras el proceso de puriĕcación de células UCSSC (ver
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A

B C D

Figura 4.7: Células CD10+ en cortes transversales de cordón umbilical. A, Vista panorá-
mica; B, Amnios; C, Gelatina de Wharton; D, Músculo arterial. Aumento de 400x en B, C,
D.

sección 3.1.2) no nos llevábamos células endoteliales ni musculares hemos hecho

un estudio de cortes de cordón umbilical antes y después del tratamiento enzi-

mático y hemos podido comprobar que la mayoría de la células CD10+ resultan

liberadas con el tratamiento enzimático mientras que las células de músculo liso

del vaso CD10- permanecen prácticamente intactas (Figura 4.8).

Las células UCSSC in situ son positivas para vimentina, queratina (AE1/AE3),

actinas, h-caldesmon y desmina (Figuras 4.9H, A, B, G, C y F respectivamente).

Sin embargo, sólo las células UCSSC in situ han mostrado ser 100 % positivas pa-

ra CD10, Figura 4.9E. Además, no se ha podido detectar positividad para CD68,

Figura 4.9I, en ningún compartimento del estroma del cordón umbilical y sólo las

células endoteliales se han mostrado positivas para CD34, Figura 4.9D.

Las células UCSSC cultivadas tienen un inmunofenotipo muy similar al de las

células UCSSC in situ, excepto por la bajada en el nivel de expresión de actinas
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A B

C D

Figura 4.8: Corte transversal de la arteria del cordón umbilical antes y después del trata-
miento enzimático A, tinción en hematoxilina y eosina; B, tinción con anticuerpo anti-
CD10 y (C), tinción con anticuerpo anti-CD10 en cortes de la arteria del cordón umbilical
antes del tratamiento enzimático. D, tinción con anticuerpo anti-CD10 Corte transversal
de la arteria del cordón umbilical después del tratamiento enzimático. Aumento 10×.

(Figuras 4.10B y 4.10G) y porque células en cultivo adquieren la expresión deCD68

(Figura 4.10I). Hemos usado la tinción con Ki-67 (Figura 4.10D) como control

de especiĕcidad y no hemos detectado tinción cuando hemos usado controles de

isotipo.

Amodo de resumen en la Tabla 4.1 se recoge la valoración en términos de por-

centaje e intensidad de expresión para todas las inmunotinciones realizadas sobre

secciones del cordón umbilical y sobre las células UCSSC cultivadas. La expresión

de CD10, queratina, caldesmon, desmina y vimentina tanto en las células UCSSC
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A B C D E

F G H I J

Figura 4.10: Caraterización inmunocitoquímica in vitro de células UCSSC cultivadas. Las
tinciones se han realizado por elmétodode la polímero peroxidasa. A,Queratinas; B, SMA;
C, caldesmon; B, Ki-67; E, CD10; F, Desmina; G, actina especíĕca; H, vimentina; I, CD68 y
J, controles de isotipo. Imágenes obtenidas a aumentos del 100× excepto para el caldesmon
a 200×.

cultivadas como las presentes en el estroma in situ presentan una intensidad y por-

centaje similar. La expresión de actinas ha sido mayor en células UCSSC in situ,

alrededor de 90-100 %, que en las UCSSC cultivadas, 20–30 %. La expresión de

podoplanina también es menor en las células UCSSC cultivadas, 2,8±1,9 %, que

en las células UCSSC in situ 36,0±31,8 %.

También se ha estudiado el fenotipo mediante citometría de Ęujo en seis líneas

de UCSSC independientes, todas ellas cultivadas tanto en condiciones de hipo-

xia (5 % O2), como en condiciones de normóxia (21 % O2). En la Figuras 4.11

y 4.12 hemos representado en forma de histogramas el fenotipo encontrado. Las

células UCSSC cultivadas son positivas para CD10, CD29, CD44, CD54, CD73,

CD90, CD105 y SMA (Figuras 4.11A y 4.12A; 4.11B y 4.12B; 4.11C y 4.12C; 4.11D

y 4.12D; 4.11E y 4.12E; 4.11F y 4.12F; 4.11G y 4.12G;4.11H y 4.12H respectiva-
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mente) y negativas o con muy baja positividad para CD31 (Figuras 4.11I y 4.12I),

CD14 y CD45 (Figuras 4.11L y 4.12L).

A B C

D E F

G H I

J K L

Figura 4.11:Análisis por citometría de Ęujo de antígenos de membrana en células UCSSC
cultivadas a 5 % O2 a pases 3-5. Un mínimo de 10.000 eventos se han utilizado para el
análisis usando el programa Cell Quest Pro (BD).
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A B C

D E F

G H I

J K L

Figura 4.12:Análisis por citometría de Ęujo de antígenos de membrana en células UCSSC
cultivadas a 21 % O2 a pases 3-5. Un mínimo de 10.000 eventos se han utilizado para el
análisis usando el programa Cell Quest Pro (BD).

4.1.4 Expresión demarcadores de pluripotencialidad

Con el objetivo de avanzar en la caracterización de las líneas celulares obteni-

dos se ha estudiado por PCR la expresión de factores de transcripción que tienen

relación con el mantenimiento de la pluripotencialidad en células embrionarias

79



4. Resultados Virgínea de Araújo Farias

humanas. Los resultados obtenido muestran que las células UCSSC son claramen-

te positivas para POU5F1, NANOG, KLF4, MYC, SOX2, SALL4 (Figura 4.13).

Figura 4.13:Expresión de factores de transcripción relacionados con la pluripotencialidad.

4.1.5 Estudio de la multipotencialidad de células UCSSC cultivadas

en hipoxia

En esta memoria también se ha abordado el estadio de las potencialidades de

diferenciación de las células UCSSC cultivadas en hipoxia. Para ello, hemos indu-

cido la diferenciación de estas células hacia adipocito, condrocito y osteocito. La

diferenciación adipogénica se ha veriĕcado mediante tinción de las inclusiones li-

pídicas conOil red O. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.14A. En

ella se observa en rojo las inclusiones lipídicas.

Mediante el método de Von Kossa se ha puesto de maniĕesto la diferenciación

osteogénica, ya que mediante esta técnica se tiñen los depósitos de calcio, Figura

4.14B.

80



Virgínea de Araújo Farias 4. Resultados

Finalmente, tras tres semanas de inducción hacia la condrocito se obtuvo un

botón celular blanquecino y de aspecto brillante como el que se puede ver en la Fi-

gura 4.14C y, tras el corte delmismo, se obtuvo la imagen de la tinción del colágeno

II con azul de alcián, Figura 4.14D.

A B

C D

Figura 4.14:Diferenciación in vitro de células UCSSC. A, UCSSCs tras inducción adipogé-
nica, las inclusiones lipídicas aparecen teñidas en rojo; B, UCSSC tras inducción osteogé-
nica, el depósito de calcio semuestra teñido en colormarrón; C, Pellet formado por células
UCSSC tras inducción condrogénica; D, Corte histológico del botón celular deUCSSC tras
inducción condrocítica, en la imagen el colágeno aparece teñido en rosa.

4.1.6 Ultra estructura y actividad contráctil de las UCSSC

El estudio de la ultraestructura de las células UCSSC cultivadas ha permiti-

do demostrar que estas células son fusiformes, poseen un retículo endopasmá-
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tico rugoso prominente, un aparato de Golgi modesto y las mitrocondrias están

bien desarrolladas. Además, se han podido identiĕcar mioĕlamentos con acúmu-

los focales de mayor densidad ubicados en la periferia y ĕbronexos constituidos

de mioĕlamentos y uniones gap (Figuras 4.15D – E), que son características ultra-

estructurales de células mioĕbroblásticas.

Las imágenes de microscopía electrónica y la expresión de actina de músculo

liso (SMA) de estas células sugieren la posible existencia de un fenotipo funcional.

Por ello, se ha estudiado el efecto de citoquinas capaces de inducir contracción o

relajación del volumen de células mioĕbroblásticas. Entre ellas, se ha estudiado el

efecto de PDGF, TGFB1 y IL10. Para ello, las células UCSSC fueron incluidas en

matrices de colágeno que permiten medir los efectos de contracción o relajación a

través de la variación en el volumen de la gota de colágeno geliĕcada.

Los resultados de estos estudios muestran que TGFB1 y PDGF inducen la con-

tracción del volumen de la gota. Además, de extensión de la contracción es direc-

tamente proporcional a la dosis de citoquina administrada, Figura 4.15A y B).Por

otra parte, IL10 induce la relajación celular y, por tanto, el aumento del volumen

de la gota, Figura 4.15C.
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Figura 4.15:Capacidad contráctil de las células UCSSC. A Efecto del TGFβ1. B, Efecto del
PDGF; C, Efecto de la IL10; D y E, Imágenes de microscopía electrónica.

4.2 Cultivo, crecimiento y diferenciación de células

estromales sobre TCA

4.2.1 Las células UCSSC se adhieren a las telas de carbón activado

y proliferan

Las células UCSSC transducidas con GFP se adhieren a las ĕbras de carbón

y crecen sobre ellas, cubriendo con gran rapidez la superĕcie disponible (Figu-

ra 4.16). Las imágenes secuenciales tomadas durante el período de seguimiento

del crecimiento celular, 4 semanas, nos han permitido demostrar que las células

crecen durante ese tiempo sin que sea posible evidenciar cambios morfológicos

notables entre los elementos de la población celular adherida a las TCA. Por tanto,
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estos resultados demuestran que las TCA sirven como soporte para el crecimiento

celular y que la cantidad de células adheridas a ellas crece de manera continua du-

rante el tiempo de cultivo (días 7, 11, 18 y 28) mientras que las células cultivadas

sobre plástico dejan de crecer entre los días 7 y 11 debido al fenómeno de la inhibi-

ción del crecimiento por el contacto celular, y que al estar conĘuente en el pozo de

cultivo se despegan y mueren durante el último período del ensayo, Figura 4.16E.

A B C

D E

Figura 4.16: Adhesión y proliferación de células UCSSC cultivadas sobre TCA. A, Las
células UCSSC fueron sembradas en TCA y sobre placas de cultivo convencionales; B a D,
Células UCSSC transfectadas con GFP cultivadas sobre TCA: B, a las 24 h; C, 7 días; D 14
días. Escala = 100 μm. E, Cuantiĕcación del contenido de DNA en células cultivadas sobre
plástico y en TCA tras 4, 11, 18 y 28 días de cultivo.

4.2.2 Diferenciación de células UCSSC cultivadas sobre TCA a

osteocitos y a condrocitos

Se ha inducido la diferenciación osteogénica y condrogénica de células UCSSC

no transducidas conGFP y cultivadas sobre lamatriz de carbón activado. Las célu-
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las inducidas a osteocito y condrocito han mostrado ser birrefrigentes cuando son

visualizados con radiación visible y se han mostrado autoĘuorecentes al ser ob-

servadas con radiación ultravioleta. Ambos fenómenos se pueden observar en las

Figuras 4.17A – D y Figura 4.18, respectivamente. La autoĘuorescencia observada

en las células diferenciadas a osteocitos es debida a de la secreción de hidroxiapa-

tita cálcica y en el caso de las células diferenciadas a condrocitos a la secreción de

colágeno. La presencia de hidroxiapatita cálcica sobre la superĕcie de la TCA se ha

determinado por difracción de rayos-X. Mediante la detección de los picos que se

muestran en la Figura 4.17G, las cuales corresponden, exactamente, con los de ese

mineral. Además los resultados cuantitativos de la cantidad de Ca2+ extraído de

las TCA, revelan la existencia de este catión y un ligero incremento de su concen-

tración durante la fase ĕnal del cultivo de las células (Figura 4.17H), sugiriendo

que los osteocitos diferenciados seguían viables y funcionalmente activos durante

todo el tiempo de ensayo.

4.3 Radiosensibilidad celular y sensibilidad a los

experimentos de transferencia demedio

4.3.1 Supervivencia celular tras irradiación

Los modelos de muerte celular por radiación se suelen ajustar a las curvas que

se muestran en la Figura 4.19, siendo posible dos descripciones de la forma de las

curvas de supervivencia: 1) para las células humanas más sensibles, la curva de su-

pervivencia representada en coordenadas semilogarítmicas se ajusta a una función

exponencial decreciente (una línea recta en la representación); 2) aunque algunos
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A B C

D E F

G H

Figura 4.17:Diferenciación osteogénica de células UCSSC en TCA. A a D, Microfotogra-
fías ópticas demostrativas de la Ęuorescencia de osteocitos cultivados en TCA tras 6 se-
manas de cultivo; E, Microfotografía SEM de la TCA sin células; F, Microfotografía SEM
de la TCA con células UCSSC diferenciadas a osteocitos; G, Los estudios de difracción de
rayos-X de las TCA evidencian que los nódulos mineralizados son depósitos de hidroxia-
patita (las difracciones principales de hidroxiapatita cálcica son 002, 102, 211, 301) y H,
Valore de Ca2+ tras 4 y 6 semanas de cultivo.

datos experimentales se ajustan a este modelo satisfactoriamente, muchos otros

conjuntos de datos, en particular los que corresponden a los estudios de radiosen-

sibilidad de las células tumorales, se ajustan mejor a una curva con una pendiente

inicial ĕnita y alguna forma de curvatura posterior [201].
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A B

Figura 4.18: Células UCSSC a los 14 días de inducción a condrocitos. B, Detalle de la
formación de matriz extracelular recubriendo las ĕbras de la TCA.

Los resultados obtenidos conĕrman que las células UCSSC se ajustan al mo-

delo exponencial que se describe mediante Ecuación 4.1 y que se caracteriza por

el parámetro α, la pendiente de la recta:

S = e−αD;D0 =
1

α
(4.1)

dondeS es la fracción de células que sobreviven a la dosisD,α es la pendiente yD0

es el valor recíproco de la pendiente y corresponde a la cifra que estadísticamente

representa la dosis letalmedia; es decir, la dosis necesaria para causar unamedia de

un evento de interacción letal por célula. Las curvas de supervivencia para células

de melanoma irradiadas in vitro son, sin embargo, convexas y se ajustan al modelo

lineal-cuadrático (LQ) de la supervivencia celular tras irradiación, que viene dado

por la siguiente ecuación de supervivencia celular [179]

S = e−αD+βD2 (4.2)

Las curvas de supervivencia celular tras la irradiación se han representado en las

mismas ĕguras en escala semilogarítmica. Ambas curvas, la puramente exponen-

cial para las células UCSSC y la lineal-cuadrática para las células de melanoma,
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describen con precisión la respuesta celular a la radiación para dosis situadas por

encima de 1 Gy. Las fracciones de supervivencia a 2 Gy han sido de 26, 9± 1, 8 y

21, 2± 2, 1 para células UCSSC frente a 64, 8± 3, 2 y 59, 7± 2, 3 para células de

melanoma. Para dosis por debajo de 1 Gy, sin embargo, nuestros resultados pare-

cen ajustarse al fenómeno de hipersensibilidad a baja dosis [202]. Los parámetros

de la supervivencia celular clonogénica correspondientes a las curvas de supervi-

vencia para las dos líneas de melanoma (A375 y G361) y las células UCSSC (líneas

UCSSC 35 y UCSSC 37) tras la irradiación se han resumido en la Tabla 4.2 y en las

Figuras 4.19A y 4.19B.
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Figura 4.19: Curvas de la dosis-respuesta clonogénica en células tumorales y troncales
directamente irradiadas. A, Líneas celulares de melanoma A375 and y de célula madre
UCSSC 35; B, líneas celulares de melanoma G361 y de célula madre UCSSC 37
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Tabla 4.2: Valores característicos de las líneas celulares usadas

Parámetros de radiosensibilidad

Línea celular σ (Gy−1) β (Gy−2) SF2 (%) D0 (Gy) Eĕciencia

G361 0, 131± 0, 023 0, 043± 0, 003 64, 8± 3, 2 3, 52 29, 3± 2, 5

A375 0, 187± 0, 057 0, 035± 0, 008 59, 7± 2, 3 3, 15 58, 8± 3, 2

UCSSC 35 0, 657± 0, 018 – 26, 9± 1, 8 1, 51 14, 7± 1, 3

UCSSC 37 0, 754± 0, 043 – 22, 1± 2, 1 1, 33 15, 0± 0, 6

Parámetros del efecto de vecindad

Línea celular χmax (%) KBy (Gy) S − ZR
a(max) S − ZR

a(2 Gy) Apoptosis

G361 38, 1± 2, 8 0, 29± 0, 09 0,25 (1 Gy) 0, 22 +

A375 47, 6± 3, 3 0, 23± 0, 10 0,31 0,25 +++

UCSSC 35 0, 0± 0, 00 – – – –

UCSSC 37 0, 0± 0, 00 – – – –

a S − ZR: Diferencias entre valores teóricos de acuerdo con la ecuación 5.1 y los valores
experimentales de la supervivencia celular tras irradiación ajustados al modelo
lineal-cuadrático. Las diferencias máximas se indican junto con el valor de la dosis a la
que se producen. Las diferencias a 2 Gy también se indican.

4.3.2 Velocidad de reparación de las roturas de doble cadena de

ADN

Tras la inducción del daño, se activan diversos mecanismos cuyo objetivo es

reparar las lesiones del ADN, en un intento de restaurar la secuencia genética a su

estado original. Las Figuras 4.20A y B ilustran la cinética de reparación del ADN

para los dosmodelos celulares estudiados, la cantidad de daño existente en función

del tiempo se ha medido a través de la disminución del momento de la cola del

cometa. Para evaluar este proceso cuantitativamente hemos usado la medida del

momento de la cola tras 4 horas de reparación en comparación con el valor inicial.

Estos parámetros, expresados como el valor medio ± desviación estándar, fueron

de 10, 6 ± 2, 6% y 40, 32 ± 6, 97% para las células de melanoma y de 50, 67 ±
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6, 97% y 67, 2 ± 9, 4% para células UCSSC (P < 0, 001 y P < 0, 05). Estos

resultadosmuestran con claridad que las células tumorales reparan el daño al ADN

más rápidamente que las células UCSSC. Figuras 4.20A y B.
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Figura 4.20: Cinética de reparación de las roturas dobles de cadena de ADN tras 6 Gy de
dosis en célulasUCSSC y células demelanoma (A375 yG361). (A) y (B) En los histogramas
se ha representado el valor medio ± SE de, como mínimo, dos experimentos (cada uno
por duplicado) para cada línea (P < 0, 05;P < 0, 001)

4.3.3 Experimentos de transferencia demedio

Una característica clave de la respuesta de las células a los efectos de vecindad,

en contraposición a como responden frente a la acción directa de la radiación, es la

relación de dosis-respuesta, sufriendo un fenómeno de saturación a dosis relativa-

mente bajas (Figura 4.21A). Esto puede sugerir una interacción entre un receptor y

su correspondiente ligando. La interacción entre receptor y ligando tiene la carac-

terística de ser a la vez dinámica y reversible. En equilibrio, aunque las concentra-

ciones de receptor y ligando libres y receptores y ligandos unidos sean contantes,

las moléculas libres y unidas están constantemente transformándose unas en las

otras. De acuerdo con la ley de acción de masas, las concentraciones iniciales de
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receptor y de ligando determinan la posición de equilibrio.

[R] + [L]
k1−⇀↽−
k2

[RL]
k3−→ χ (4.3)

Como la muerte celular es el punto ĕnal para el análisis en nuestro estudio, de

acuerdo con nuestra hipótesis, llamemos [R] a la concentración del receptor de

muerte celular, [L] a la concentración del ligando, [RL] al complejo formado y χ

el producto de la reacción de enlace entre el receptor y el ligando. Este producto es

en nuestro caso la muerte celular.
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Figura 4.21: Estudio del efecto de vecindad mediante experimentos de transferencia de
medio. A, las células de melanoma son sensibles al MC; B, mientras que UCSSC 35 (□) y
UCSSC 37 (■) no son sensibles al MC; C, efectos del MC usados en diluciones sucesivas
para estudiar la capacidad clonogénica de células A375 y; D, tratamiento reiterado conMC
de células A375, 4 veces en intervalos de 24 horas sobre células A375.

En células de melanoma la tasa de muerte celular, χ, aumenta concomitante-

mente con la dosis (Gy) hasta alcanzar un valor máximo (Figura 4.21A). Ahora
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debemos considerar que la concentración del receptor se debe tomar como con-

tante para cada punto experimental porque el número de células en todos los casos

es constante. Sin embargo, la concentración del ligando en el medio condicionado

por células irradiadas depende de la dosis con que las células han sido tratadas y de

la capacidad de estas células para secretar ligandos de muerte celular. Por lo que,

dado que la concentración de R es constante y la de L, puesto que depende de un

lado de la cantidad de lesiones inducidas por la radiación y de la puesta en mar-

cha de mecanismos de repuesta capaces de inducir procesos de secreción activos

y, de otro, de la fracción de células que resultan letalmente lesionadas, y ambos

fenómenos – secreción activa y muerte celular – son dependientes de la dosis y

mutuamente exclusivos, es razonable presumir que ocurra una saturación en el

proceso.

La fórmula para este modelo matemático es

χ = χmax ×
D

KBy +D
(4.4)

Esta ecuación describe la unión de un ligando a su receptor de acuerdo con la ley

de acción de masas. En esa ecuación χ representa la muerte celular, χmax es la

máxima muerte celular que puede ser medida en las condiciones en las que el ex-

perimentos se desarrolla, D la dosis aplicada para obtener el medio condicionado

por la irradiación (MC) y KBy (la constante de asociación entre receptor y ligan-

do) que en este caso puede entenderse como la dosis administrada para generar

un medio MC capaz de causar una tasa de muerte celular correspondiente a la mi-

tad de la tasa máxima. Hemos tomado este valor como un indicador (medido en

unidades equivalentes a Gy) de la sensibilidad del modelo celular al efecto de ve-

cindad. De acuerdo con este razonamiento, valores bajos de KBy corresponden a
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células más sensibles y valores de KBy más elevados a células más resistentes. Los

valores de χmax y KBy se han resumido en la Tabla 4.2. De ellos, se deduce que

la línea celular A375 es ligeramente más sensible a los efectos de vecindad que la

línea celular G361 (KBy = 0.23 frente aKBy = 0.29Gy) y que las células UCSSC

(líneas UCSSC 35 y UCSSC 37) son insensibles al MC generado a partir de células

de melanoma (Figura 4.21B).

4.3.4 Fraccionamiento en el efecto de vecindad

Los resultados descritos nos han llevado a realizar dos experimentos diferentes

para estudiar con mayor profundidad la relación de la dosis administrada con el

efecto bystander producido. Inicialmente hemos medido el efecto del medio MC

(obtenido tras irradiación de células A375 a dosis de 6 Gy) mediante diluciones

sucesivas con medio nutriente fresco (Figura 4.21C) sobre la capacidad clonogé-

nica de las células A375 no sometidas a ningún tipo de tratamiento. Un análisis

de esta ĕgura revela que cuanto mayor es la dilución menos intenso es el efecto

de vecindad. Por otra parte como entre concentración de medio MC y efecto de

vecindad existe una clara relación de dependencia podemos concluir que los da-

tos de nuestros experimentos demuestran que el porcentaje de muerte celular por

unidad de concentración de ligando presente en el medioMC añadido a las células

no-irradiadas es constante. Esta proporción queda cuantiĕcada por el valor de la

pendiente de la recta de regresión lineal que resulta ser de, aproximadamente, el

20 % por unidad de concentración (k = 19, 5%;P < 0, 001). Para ello hemos

ensayado el tratamiento reiterado de células A375 con medio MC (de 0 a 4 ve-

ces cada 24 horas) aplicados sobre un conjunto de cajas de cultivo cuyas células
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fueron sembradas en la misma cantidad y al mismo tiempo (Figura 4.21D). Los

datos experimentales obtenidos quedan resumidos en la Figura 4.21D muestran

que cada fracción de tratamiento produce un decrecimiento de la supervivencia

clonogénica de las células A375 no-irradiadas que es progresivo y dependiente del

número de tratamientos efectuados. Utilizando un modelo puramente exponen-

cial para el ajuste de la relación entre número de fracciones de tratamiento y efecto

cuantiĕcable como supervivencia celular, hemos podido demostrar que la relación

investigada es estadísticamente signiĕcativa (P < 0, 001) y que cada fracción de

tratamiento produce una reducción de la supervivencia que es constante y que, pa-

ra las células A375 se sitúa en torno al 24 % de las células inicialmente sembradas.

4.3.5 Análisis de la muerte por apoptosis

Tras los experimentos de transferencia de medio hemos veriĕcado si la muerte

celular mediada por la interacción entre los factores solubles presentes en el medio

MC y su receptor en la membrana de las células tumorales se daba a través de una

ruta apoptótica. Los resultados parecen corroborar que la pérdida en la capacidad

clonogénica en ambas líneas de células de melanoma, A375 y G361, se deben a un

proceso apoptótico típico. Este hecho se pone demaniĕesto en la Figura 4.22Apara

las células A375 en los histogramas de citometría de Ęujo y en la relación de dosis-

respuesta encontrada entre la dosis de radiación utilizada para producir el medio

MC y la proporción de células en sub-G1 (Figuras 4.22B y C). Las diferencias entre

el control y los grupos irradiados a 1 y 2 Gy son estadísticamente signiĕcativas

(P < 0, 05).
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Figura 4.22: Células apoptóticas hipodiploides detectadas por citometría de Ęujo tras el
tratamiento de células de melanoma con medio MC durante 24 horas. A Histogramas de
citomería de Ęujo de células A375 tratadas con medio MC producido a 0 Gy durante 24
horas (medio MC control) y con medio MC producido a 2 y 4 Gy. B Relación de dosis-
respuesta entre la fracción de células apoptóticas y la dosis usada para producir el RMC.
C Experimento de apoptosis inducida por el MC comparando las respuestas de A375 y
G369.
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CAPÍTULO 5
Discusión

5.1 Las células madre: clasiöcación, cultivo y

caracterización

Muchos autores han descrito la puriĕcación y cultivo de células madre a partir

del cordón umbilical [70], de los vasos del cordón umbilical [130], o de la gelatina

de Wharton [203]. Sin embargo, no ha quedado claro si estas células se originan

exclusivamente a partir de la gelatina de Wharton o también a partir de las células

del músculo liso de los vasos, ya que no se conoce ningún marcador caracterís-

tico para ninguna de ellas. Las células UCSSC in situ expresan actinas especíĕcas

de músculo liso, caldesmon, desmina y vimentina, coincidiendo con un fenotipo

mioĕbroblástico [204, 205].

Las células de músculo liso vasculares presentan un fenotipo similar al de las

células UCSSC in situ, sin embargo, en contraposición a éstas, aquéllas son negati-
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vas para metalo-endopeptidasa de la membrana, conocida usualmente por CD10

(MME). En cultivo, las células UCSSC también han demostrado ser positivas para

MME tanto por inmunohistoquímica como por citometría de Ęujo, lo que indica

que provienen de la gelatina de Wharton que circunda los vasos y que no se sepa-

ra completamente durante el procesamiento. La integridad de la capa de músculo

liso de los vasos se preserva durante el proceso de digestión, mientras que la gela-

tina de Wharton perivascular se disgrega casi por completo liberando las células

UCSSC que quedan suspendidas en el medio de digestión (Figura 4.8).

Cuando se compara el fenotipo de las células UCSSC en cultivo con el que se

encuentra al estudiar la sección tisular del estroma del cordón umbilical, encontra-

mos que ambos fenotipos son prácticamente coincidentes, con excepción de una

bajada en los niveles de expresión de actina a pases tardíos de las células en cultivo.

Aproximadamente un 10% de las células UCSSC adquirieron en cultivo, la expre-

sión de la molécula de CD68 (CD68), cuya expresión es común en macrófagos y

en algunas células no-hematopoyéticas como los ĕbroblastos [206]. Además, otros

estudios han descrito la adquisición de la expresión del molécula de CD68 (CD68)

cuando células mesenquimales obtenidas a partir del tejido adiposos se cultivan

en condiciones especiales [207].

5.1.1 Características del crecimiento de células UCSSC

Las células madremesenquimales separadas del estroma del cordón y prepara-

das para su cultivo inicial son insuĕcientes para procedimientos de terapia celular

y necesitan de su expansión in vitro. Sin embargo, el potencial de expansión de

estas células se ve limitado por la senescencia celular, que acontece como parada
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irreversible del ciclo celular y que parece estar regulada por factores intrínsecos y

extrínsecos [208].

Los mecanismos intrínsecos de este proceso incluyen el acortamiento de los

telómeros, que es un acontecimiento normal en células somáticas, debido a que

reprimen la expresión de la telomerasa, lo que resulta en la parada del ciclo celular

después de un número determinado de divisiones. Este mecanismo, conocido co-

mo senescencia replicativa, normal en células somáticas, evita la inmortalización

celular. Por otro lado, el estrés relacionado con las condiciones de cultivo puede

inducir este fenómeno.

El cordón umbilical está compuesto por dos venas y una arteria circundadas

por tejido conectivo laxo mucoso con pocas células y ausencia de capilares. A este

tejido se le llama la gelatina de Wharton (Figuras 4.6, 4.7, 4.9A-J). Las células de la

gelatina deWharton dependen de la difusión de nutrientes a partir del líquido am-

niótico y a partir de los vasos. Las células de la gelatina de Wharton se encuentran

esparcidas en toda la extensión del tejido conectivo del cordón umbilical y se sitúan

a diferentes distancias de los vasos. Por ello, hemos pensado que las células UCSSC

in situ están expuestas a presiones parciales de oxígeno muy bajas, de modo que

un nivel bajo de O2 en las condiciones de cultivo de estas células podrían mejorar

las características de crecimiento de estas células. Esta hipótesis se ha conĕrmado

al comprobar que células del mismo donante UCSSC cultivadas en hipoxia (5% de

O2) tienen mayor tasa de crecimiento y mayor potencial clonogénico que cuando

se cultivan en normoxia.

Enun estudio hechopor Lavrentieva y col. [209] se describe qué célulasUCSSC
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cultivadas en condiciones hipóxicas presentan menor daño celular. Esto se podría

deber a que la producción de especies de oxígeno activo en estas condiciones es

reducida y consecuentemente la producción de daño celular es menor. Todo ello

puede ser una posible explicación para la capacidad replicativa y el potencial clo-

nogénico de las células UCSSC cultivadas en condiciones hipóxicas [209].

A lo largo de la realización de este trabajo experimental se ha seguido el cre-

cimiento de 12 líneas de UCSSC obtenidas a partir de 12 cordones umbilicales

independientes en medio de cultivo bajo en suero y en condiciones de hipoxia.

Las células UCSSC en general han proliferado exponencialmente hasta alcanzar,

aproximadamente los 50 doblamientos de la población celular inicial. De los va-

lores del crecimiento obtenidos se ha calculado el tiempo de duplicación de estas

células que ha resultado ser: TD medio: 35, 8± 5, 3 horas. En un estudio reciente

Sarugaser y col. [210] han estudiado los tiempos de duplicación de población en

células UCSSC cultivadas a 21% de presión de oxígeno, sin factores de crecimien-

to, con 5% o 2% de suero y han encontrado valores de TD de 41± 7 horas y 46± 9

respectivamente.

Cuando las células UCSSC son cultivadas en condiciones hipóxicas, con baja

concentración de suero y en presencia de PDGF y factor de crecimiento epider-

mal (EGF), se acelera su ritmo de crecimiento lo que ocasiona la reducción de los

valores del TD. Dicho incremento en el potencial de crecimiento en condiciones

hipóxicas también ha sido descrito para células MSC de médula ósea [211-213] y

en células MSC de la decidua [214]. En estas condiciones, las líneas celulares de

UCSSC cultivadas extensivamente, es decir, hasta alcanzar alrededor de las 50 DP

son capaces de mantener un cariotipo normal y un patrón de bandas-G normal.
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5.1.2 Fenotipo y potencialidades de diferenciación de las células

UCSSC

Las células UCSSC han mostrado poseer un fenotipo que es estable indepen-

diente de la concentración de oxígeno usada para su cultivo. En ambas condiciones

(normoxia e hipoxia), a pases 3-5, el 100% de las células expresanMME, integrina,

beta 1 (ITGB1), CD44, NT5E, THY1 y ENG y son negativas o muy poco positivas

para CD34 y PTPRC. En este trabajo se ha observado además una positividad resi-

dual para CD14 en ambas condiciones de cultivo. La pequeña fracción de células

positivas para CD14 han demostrado ser, sin embargo, negativas para PTPRC, lo

que descarta la posibilidad de contaminación por células de estirpe hematopoyé-

tica HSC de las líneas UCSSC estudiadas.

Aunque no haya explicación clara para este resultado, se ha demostrado re-

cientemente que la expresión de CD14 es inducible en células MSC derivadas de

tejido adiposo, lo que sugiere que un bajo nivel de expresión puede ser constitutiva

en poblaciones de células MSC [207], según las condiciones de cultivo empleadas.

En un estudio reciente se ha observado una relación entre la baja presión par-

cial de oxígeno y la atenuación de la capacidad de diferenciación de células MSC

de médula ósea [211]. Sin embargo, los resultados mostrados demuestran con cla-

ridad que es posible diferenciar a osteocitos células UCSSC cultivadas en condi-

ciones de hipoxia sobre telas de carbón activado [160], también se ha demostrado

que las células UCSSC mantienen su potencial para diferenciarse a otros tipos ce-

lulares del linaje mesenquimal siendo capaces de progresar hacia la adipogénesis,

la osteogénesis o la condrogénesis. En nuestro caso parece que, la diferenciación
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adipogénica de célulasUCSSCda origen a adipocitos atípicos con inclusionesmul-

tiloculadas que se tiñen especíĕcamente con Oil red-O.

El potencial de diferenciación, la negatividad para moléculas de superĕcie co-

mo elCD34, el PTPRC y elCD14 y la alta positividad paramoléculas como el THY1

y el ENG satisfacen los criterios mínimos establecidos por la Sociedad Internacio-

nal de Terapia Celular para considerar las células extraídas del estroma del cordón

umbilical (UCSSC) como líneas celulares con características de MSC [112].

5.1.3 Las células UCSSC se relacionan ultraestructuralmente y

funcionalmente conmioöbroblastos

De las seis isoformas de actina descritas en mamíferos, la ACTA2 está común-

mente expresada en células de músculo liso[215] y en mioĕbroblastos [216], en

los cuales el nivel de expresión está relacionado con su grado de diferenciación

[217]. Los mioĕbroblastos son cruciales en la remodelación de los tejidos contri-

buyendo a la síntesis y organización de la matriz extracelular y a la producción de

las fuerzas contráctiles [217]. Las proteínas de la matriz extracelular del estroma

del cordón umbilical son probablemente producidas por la células estromales del

cordón [123], que también dan origen a las UCSSC que se han conseguido aislar y

mantener en cultivo a lo largo de los diferentes ensayos realizados. La expresión de

ACTA2 se mantiene constante en más del 90% de las células UCSSC hasta el pase

5 y luego empieza a decrecer con el aumento del numero de los subcultivos. Es-

to explica los resultados aparentemente contradictorios a pases 3 – 5 en la Figura

4.11H (92, 69% ± 2, 33%) y a pase 9 en la Figura 4.10B (33, 0% ± 6, 6%).
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Se ha ensayado la capacidad contráctil de las UCSSC a pase 3 usando TGFB1 y

PDGF, dos citoquinas capaces de inducir contractilidad en mioĕbroblastos [218].

Ambas citoquinas indujeron la contracción celular en células UCSSC de forma

proporcional a la dosis, tal y como se ha observado previamente en mioĕbroblas-

tos [219]. Por otro lado, el tratamiento con IL10 llevó a un aumento del volumen

de la matriz de colágeno debido a la relajación de las células. Tras 48 horas de es-

timulación con citoquinas, las células embebidas en la matriz se mantuvieron en

cultivo durante 24 horas adicionales sin estimulación de citoquinas para ensayar

la reversibilidad del efecto. Los resultados demuestran la reversibilidad en el caso

de la contracción observada en las células estimuladas con PDGF y TGFB1 y tam-

bién en el proceso de relajación observada en células estimuladas con IL10, lo que

conĕrma la naturaleza ĕsiológica del mecanismo.

De estamanera, podemos decir que las UCSSC son contráctiles y por ello están

relacionadas funcionalmente con los mioĕbroblastos. Además, sus características

ultraestructurales recuerdan también a los mioĕbroblastos, presentando retículo

endoplasmático rugoso bien desarrollado, mioĕlamentos citoplasmáticos, mate-

rial similar al de lamembrana basal y uniones gap. Estas características observadas

en las células UCSSC en cultivo son similares a las observadas en los mioĕbroblas-

tos de la gelatina de Wharton estudiados por Takechi y col. [122]. Por lo tanto, las

células UCSSC podrían tener dentro del estroma del cordón umbilical una fun-

ción especíĕca de mioĕbroblastos diferenciados. Dicha función, probablemente

contribuye para la regulación del Ęujo sanguíneo a lo largo del cordón umbilical,

equilibrando la presión en en su interior en relación con la del ambiente, dentro

de la cavidad uterina. Además cuando se las separa del estroma y se las cultiva
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generan células compatibles con las denominadas genéricamente células MSC.

5.2 Modelo para el desarrollo inicial de aplicaciones

clínicas

La radioterapia clínica del cáncer inevitablemente lleva a que el cuerpo ente-

ro del paciente quede expuesto a las señales de vecindad que son inducidas por la

radiación. El objetivo principal de la terapia es destruir células tumorales, pero la

terapia anti-cáncer podría tener un efecto adicional que puede resultar decisivo: la

respuesta de las células con daños sub-letales podría ser necesaria para el éxito de

la terapia [220] porque la comunicación de estas células, con las células tumorales

que no hayan sido dañadas por la radiación, puede reducir la supervivencia global

de los clonógenos tumorales. En los últimos años se han realizadomuchos estudios

sobre los efectos de vecindad de la radiación y las evidenciasmuestran que tal y co-

mo los efectos causados por el daño directo al ADN, las células irradiadas también

envían señales a las células vecinas, causando una variedad de posibles efectos a las

células no-irradiadas, que se conocen, de manera general, bajo la denominación

de efecto de vecindad. La importancia de estos efectos parece ser mayor a bajas o

moderadas dosis de radiación siendo de difícil identiĕcación cuando el efecto de

vecindad se estudia a dosis elevadas [190, 191].

5.2.1 Daño al ADN y la supervivencia celular tras la radiación

Utilizando el ensayo cometa hemos encontrado que, en comparación con las

células UCSSC, las células de melanoma tienen una tasa de reparación de las rotu-
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ras de cadenas de ADN que es más rápida, y que se inicia con gran rapidez después

de la exposición de las células a 6 Gy de radiación γ (⩽ 4 horas). Las células de

melanoma muestran también mayor capacidad de reagrupamiento de las rupturas

dobles de cadena del ADN que las células UCSSC, cuando se estudia el daño resi-

dual tras 24 horas de cultivo (Figuras 4.20A y B). Estas diferencias se corresponden

con los resultados encontrados para los ensayos de supervivencia clonogénica (Fi-

gura 4.19) porque en las célulasUCSSCque sonmás sensibles a la radiación directa

muestran un valor deD0 (la dosis que reduce la fracción de células supervivientes

al 37 %) comprendido entre 1,25 e 1,68 Gy, lo que se corresponde con una cinética

de reparación de ADN más lenta (el 67, 20 ± 9, 4% y 50, 65 ± 9, 97%. Además,

las roturas dobles de cadena de ADN iniciales inducidas por la radiación perma-

necieron sin repararse a las 4 horas después de la irradiación, mientras que en las

células tumorales de melanoma el D0 estuvo comprendido entre 3,05 y 3,62 Gy

y la cantidad de roturas de cadenas dobles que permanecieron sin repararse tras

4 horas de incubación fue de sólo 10, 6 ± 2, 6 y 40, 32 ± 6, 9% en cada línea de

célula tumoral demelanoma estudiada. Estos resultados son consistentes con estu-

dios previos [173] y además sabemos que las célulasmadre representan unmodelo

caracterizado por su alta radio-sensibilidad frente a la radiación ionizante directa

[221].

5.2.2 Supervivencia clonogénica en células de la vecindad

Nuestros resultados (Figura 4.21A) soportan la hipótesis de que los efectos de

vecindad promovidos por la radiación en el seno de los tumores o tejidos irra-

diados pueden ser un fenómeno que ocure de manera frecuente [190] y que tiene
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lugar cuando las células tumorales entran en contacto con medio de cultivo en

el que el mismo tipo celular ha sido irradiado. Sin embargo, las células madre de

los tejidos normales, en este estudio representadas por las células UCSSC, aunque

extremadamente radiosensibles a la radiación, son resistentes a los efectos de ve-

cindad inducidos con el medio MC generado tras la irradiación de células A375

y G361 a dosis de 0 a 8 Gy (Figura 4.21B). Otros estudios describieron la ausen-

cia de cualquier efecto de vecindad en ĕbroblastos humanos [222], células madre

embrionarias (ESC) [223] y MSC [224]. Las células mesenquimales son también

resistentes a las acciones que provocan los ligandos de muerte celular cuando estas

células se transducen con un vector retroviral que codiĕca la molécula de TRAIL

humana [225]. Sin embargo, la respuesta a las acciones de vecindad, es fácil de ob-

servar cuando se estudian líneas celulares tumorales establecidas [225-228]. Para

avanzar en la interpretación cientíĕca de los datos de dependencia del efecto de

vecindad en función de la dosis, hemos aplicado un modelo biofísico que se uti-

liza para describir como células, receptores o proteínas se unen a ligandos y tras

la formación del complejo receptor-ligando originan el producto especíĕco de la

reacción. En el caso del efecto de vecindad, en este trabajo se ha estudiado como

producto de la reacción la muerte celular como conclusión del proceso catalítico

iniciado por la unión del ligando con el receptor en la superĕcie celular. Aunque los

resultados obtenidos puede que no sean considerados como la prueba deĕnitiva

de los mecanismos involucrados en el efecto de vecindad podemos, seguramente,

decir que los valores experimentales se ajustan muy bien (P < 0, 0001) al modelo

matemático. Hemos observado la saturación del efecto de vecindad en ambas lí-

neas A375 y G361, con valores estadísticamente diferentes paraχmax yKBy (Tabla

4.2) cuando ambas curvas de dosis-respuesta (Figura 4.21A) se comparan.
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5.2.3 Modalidad demuerte celular

Uno de los mayores problemas en la terapia del cáncer es la existencia en los

tumores de células resistentes al tratamiento. El efecto de vecindad puede tener

una implicación de importancia sobre el resultado de la radioterapia del cáncer al

actuar como un mecanismo adicional capaz de propagar la muerte de las células

tumorales desde las que han sido subletalmente alcanzadas por la radiación a las

que han quedado indemnes a la acción de la misma. Los resultados de los expe-

rimentos realizados en este trabajo utilizando las líneas tumorales A375 y G361 y

los experimentos de citometría de Ęujo para medir la fragmentación del ADN (la

fracción de células en la región sub-G1 del histograma) muestran que en células

tumorales de melanoma tras el tratamiento con medio MC, el porcentaje de célu-

las apoptóticas se relaciona con la magnitud de la dosis administrada para generar

el medio MC (Figura 4.22). Estos resultados sugieren que, por lo menos, para las

dosis comprendidas entre 0,25 y 4 Gy, el factor citotóxico soluble liberado al me-

dio de cultivo y capaz de activar la muerte por apoptosis, está proporcionalmente

relacionado con la dosis.

5.2.4 Fraccionamiento del tratamiento y respuesta de vecindad

La mayoría de los tratamientos de radioterapia incluyen el fraccionamiento de

la dosis [193, 229]. Las dosis de radiación que se administran y los resultados que,

en términos de probabilidades de curación o complicaciones asociadas, deben es-

perarse están precisamente cuantiĕcados mediante modelos matemáticos. En este

contexto la existencia del efecto de vecindad, y las aplicaciones terapéuticas que in-

cluyen la administración de la dosis utilizando múltiples campos, son factores que
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deben ser incluidos en los modelos de predicción de resultados terapéuticos con

el objetivo de, mejorando la modelización, poder comprender más precisamente

la biología de la respuesta tumoral a la radiación. Los resultados obtenidos (Figura

4.21C) sugieren que el efecto acumulativo de la exposición a 4 ciclos de tratamien-

to con un medio de cultivo de células expuestas a 6 Gy puede ser descrito como

una situación no-interactiva en la que cada fracción de tratamiento conmedioMC

sobre células no-irradiadas causa el mismo efecto individual. Si este resultado se

debe a que las células sometidas a tratamiento responden a cada señal fresca sin

que ningún proceso de adaptación ni “recuperación” entre señales intervenga es

un aspecto biológico del problema que aún queda por resolver. Lo que queda cla-

ro es que la reiteración de tratamientos con medio MC es una estrategia con la

que se puede superar el limite de saturación del efecto de vecindad observada en

células que han recibido un único tratamiento con medio MC producido tras la

irradiación de las células a dosis comprendidas dentro de un amplio rango (Figura

4.21A). Esta saturación signiĕca que cualquiera que sea la dosis aplicada para ob-

tener el medio MC no todas las células que se someten a la acción de esos medios

MC responden con un efecto de vecindad que lleve a lamuerte de la célula sensible.

Trabajos previos indican que las células en fase S deben ser más vulnerables a los

efectos de vecindad [230]. Estos resultados, juntos con: (i) el efecto bien conocido

de la hipersensibilidad celular a dosis menores que 1 Gy, típicamente alrededor de

0,5 Gy [231-234]; (ii) nuestro descubrimiento de que los valores de KBy para la

muerte celular inducida por el efecto de vecindad están alrededor de 0,2 a 0,3 Gy;

(iii) los datos recientemente publicados de que una de las moléculas que juegan un

papel en la muerte celular es TRAIL [235]; y (iv) el hecho de que TRAIL tiene una

vida media corta en el plasma [236], nos llevan a sugerir un cambio en el progra-
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ma de fraccionamiento de la dosis [193] en un intento de unir hipersensibilidad,

máxima concentración extracelular del ligando del receptor demuerte, así como el

incremento de la regulación de los receptores de muerte en células tumorales pro-

movida por la radiación y, evidentemente, también la redistribución celular que

ocurre en el tumor tras la radioterapia.

5.2.5 ¿Cuál puede ser la naturaleza del factor presente en el medio

MC?

El efecto de vecindad es una manifestación de las señales inducidas por la ra-

diación que viajan desde las células irradiadas a sus vecinas y que resultan estar

mediadas por moléculas que se expresan constitutivamente o que pueden ser in-

ducidas en células-diana [183, 237-239]; estas señales que deben ser especíĕcas aun

cuando pueden ser no-especíĕcas en susmecanismos de acción, y en este contexto

las especies de oxígeno reactivo difusibles y determinados factores proteicos secre-

tados por las células sometidas a irradiación han sido identiĕcados como posibles

mediadores en el efecto de vecindad [185]. Mediante los experimentos con medio

MC diluido se ha demostrado la existencia de un efecto dosis-respuesta (Figura

4.21C). Además, muchos estudios recientes han revelado que uno o muchos de los

factores secretados por células irradiadas, comoTGFB1, interleucina 8 (IL8), factor

de necrosis tumoral (TNF) y factor 10 de la superfamilia de factores relacionados

con el factor de necrosis tumoral (TNFSF10), más conocido comoTRAIL (TRAIL)

son proteínas que pueden estar involucradas en la propagación del efecto de vecin-

dad [234, 235, 240-243]. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran una

muerte celular consistente causada por el medioMC en ambosmodelos tumorales
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(A375 y G361) (Figura 4.21A). Estos resultados sugieren que determinadas cito-

quinas pueden ser secretadas por las células irradiadas y que éstas pueden ser los

efectores de la muerte celular observada aquí. Además, los datos obtenidos (Figura

4.22B) conĕrman resultados publicados recientemente que revelan que las células

UCSSC son insensibles al medio MC de la misma forma que lo son las células

MSC de médula ósea, de tejido adiposo y de cordón umbilical [235]. Por lo tan-

to, es posible conĕrmar que la señalización inducida por el efecto de vecindad en

células que no resultaron afectadas por la acción directa de la radiación diĕere en

muchos aspectos claves de la respuesta celular a la radiación directa sea cual sea

la lesión que origina los efectos de vecindad. Adicionalmente, parece claro que,

por la existencia de efectos de vecindad, los efectos de la radiación van más allá

de la esperada reducción del número de células viables. En contraste a las célu-

las de melanoma, las células MSC son insensibles a los ligandos señalizadores Fas

(TNF receptor superfamily, member 6) (FAS), TRAIL y TNF producidos por las cé-

lulas tumorales activadas por la radiación. Los resultados obtenidos corroboran la

hipótesis de que la terapia celular con células UCSSC combinadas con la radiote-

rapia podría ser de gran interés porque estas células son capaces de albergarse en

los tumores primarios y en depósitos tumorales microscópicos [244, 245] y libe-

rar TRAIL como respuesta al tratamiento radiológico. El modelo lineal-cuadrático

(LQ) y su interpretación mecanicista describe adecuadamente la respuesta celular

a la radiación para dosis superiores a 2 Gy. A dosis más bajas de 2 Gy el modelo

LQ subestima substancialmente el efecto de la radiación. Aunque esto se observó

por primera vez en el año 1993 [202] los mecanismos moleculares involucrados

en el modelo de hipersensibilidad a bajas dosis [246] y en el efecto de vecindad no

se han identiĕcado todavía.
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5.2.6 Modelo de daño al ADN ymodelo non-targeted tras la

radiación

Describimos aquí un modelo empírico de la respuesta a la irradiación celular

que incorpora los efectos directos y los efectos de vecindad. Elmodelo se basa enun

marco matemático que ha sido recientemente propuesto con el ĕn de separar los

componentes directo y de vecindad de las curvas dosis-respuesta de superviven-

cia a la radiación ionizante [247]. Las evidencias demuestran que, como además de

efectos dependientes del daño directo al ADN, las células irradiadas tambiénman-

dan señales a sus vecinas; aquí consideramos que la supervivencia clonogénica (S)

tras el tratamiento con radiación depende tanto de los efectos de la interacción de

radiación pura (ZR) como de la interacción de vecindad (ZBy). Asumiendo que

los efectos directos de la radiación y los efectos de vecindad sobre la supervivencia

celular son independientes, la respuesta total podría expresarse como:

S = ZR × ZBy (5.1)

Los resultados experimentales obtenidos permiten calcular los valores de S de

acuerdo con la fracción de células supervivientes tras cada dosis (desde 0 a 8 Gy)

en los experimentos de supervivencia clonogénica ZR, (Figuras 5.1A y B, líneas

rojas), y los valores deZBy a partir de los resultados experimentales de transferen-

cia de medio (Figuras 5.1A y B, líneas negras) para el mismo rango de dosis. Los

resultados de estos cálculos (S) se muestran en las Figuras 5.1A y B (líneas azules).

Las curvas dibujadas permiten conĕrmar que la forma de los valores teóricos de

(S) producidos por nuestro abordaje, combinando los componentes directos con

los componentes de vecindad de la respuesta celular a la radiación se ajustan con

los experimentos demostrativos de la hipersensibilidad a bajas dosis. Además, pa-
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Figura 5.1:Modelo de daño alADNymodelo no-diana tras radioterapia. (A)–(B) Fracción
superviviente descrita por la interacción pura de la irradiación (modelo lineal-cuadrático:
ZR); como resultado de los experimentos con medio MC (modelo de vecindad: ZBy) y
como resultado de la combinación de ambos efectos (modelo integrado: S). (C)–(D) Di-
ferencias entre valores teóricos para S y valores experimentales para ZR.

ra valores de dosis comprendidos entre 2 y 8 Gy las diferencias entre las curvas de

S yZR son aparentemente constantes y paralelas, mientras que en el rango de 0 a 2

Gy estas diferencias aumentan ligeramente a principio para alcanzar un valor má-

ximo alrededor de 1 Gy y después decrecer hasta adoptar una pendiente constante

en la segunda parte de la curva S (Figuras 5.1A y B).

De todas formas, se puede llegar a una estimación teórica al conjunto del efecto

de la radiación midiendo los valores para ZR y ZBy y calcular la probabilidad de

supervivencia compuesta, S. La expresión matemática para nuestro modelo ĕnal
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es

S = eαD+βD2 ·
(
1− χmax ·

D

KBy +D

)
(5.2)

Esto signiĕca que la probabilidad de la supervivencia celular clonogénica depende

de ambos efectos: los efectos directos de la radiación (modelo lineal-cuadrático) y

los efectos de vecindad, pudiendo estos últimos ser también fenómenos compues-

tos de efectos de vecindad de largo y corto recorridos, cuya importancia relativa

puede, por lo menos in vitro, ser estimada. Los valores ĕnales de S indican que

los efectos letales de la radiación en células tumorales puede ser signiĕcativamen-

te incrementados por interacciones inesperadas entre células irradiadas y células

vecinas no-irradiadas.

Finalmente, los resultados obtenidos ponen de maniĕesto que la muerte de

las células vecinas podría ajustarse a un modelo en el cual la muerte parece ser

el resultado de la expresión de receptores de muerte funcionales en las células no-

irradiadas y la secreción desde las células irradiadas de formas solubles de ligandos

para los receptores de muerte. El papel de los receptores de muerte y sus ligandos

en la muerte celular por apoptosis es, por otro lado, bien conocido. Los ligandos

de TRAIL y sus receptores han estado involucrados en el efecto de vecindad y am-

bos, receptores y ligandos, podrían verse incrementados tras la administración de

una dosis de radiación de baja a moderada magnitud a las células tumorales [234,

240, 243]. La componente del efecto de vecindad de la muerte celular cuantiĕcada

en este trabajo subraya la necesidad de conĕrmar nuestras observaciones en una

situación clínica. Además las células UCSSC utilizadas aquí han demostrado ser

resistentes al efecto de vecindad y podrían, por lo tanto, ser utilizadas como una

herramienta para la administración de TRAIL a los tumores, siguiendo así las su-
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gerencias realizadas recientemente por otros investigadores. La hipersensibilidad

a bajas dosis junto al efecto de vecindad observado a la misma dosis nos inducen a

pensar que ambos fenómenos pueden ser explotados clínicamente si fuera practi-

cable administrar radioterapia a dosis menores que 1,6 Gy por fracción, dos veces

al día, con período de separación comprendido entre 8 y 12 horas, para así decidir

la dosis total a administrar y el fraccionamiento a realizar y comparar este progra-

ma terapéutico con el deĕnido convencionalmente. El objetivo sería aprovechar la

radiosensibilidad extra en la región de más alta sensibilidad a la radiación HRS, la

muerte celular adicional proveniente del efecto de vecindad y la adaptación del tra-

tamiento de fraccionamiento de la dosis a la vida media de las citoquinas liberadas

en el espacio vascular.

5.2.7 Poblaciones celulares tumorales tras radioterapia

La Figura 5.2 muestra un resumen esquemático de nuestro modelo para la ac-

ción biológica de una dosis típica de radiación (≈2 Gy/día) utilizada en los esque-

mas de radioterapia. Los médicos que administran radioterapia o quimioterapia

lo hacen con la seguridad de que el objetivo principal de la radioterapia es destruir

células tumorales. El paradigma de que los efectos de la radioterapia se restringen

a los efectos directos o indirectos del daño al ADN causado por la radiación se

ha cuestionado en estudios recientes, los cuales indican que los efectos letales de

la radiación en células tumorales se puede ver incrementados por interacciones

inesperadas entre células irradiadas y no-irradiadas situadas en la vecindad [165,

166, 241-245].

Los resultados obtenidos en este trabajo nos han llevado a resumir nuestras
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Figura 5.2:Modelo para la acción biológica de una dosis típica de radiación.

hipótesis sobre la acción biológica de una dosis típica de radiación ionizante (≈ 2

Gy/día), tal como la que es habitualmente usada en radioterapia en la forma que

se esquematiza en la ĕgura 5.2:

Y postulamos que, tras la administración de cada fracción de la dosis a un

tumor, la población de células que dicho tumor contiene se puede separar en cuatro

compartimentos:
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A. Células muertas que como consecuencia de la radioterapia han sufrido le-

siones irreparables.

B. Células comprometidas que son las células afectadas por lesiones potencial-

mente letales cuyo destino eventual dependerá de los procesos de reparación

y reparación equivocada. Las Ęechas del diagrama indican el Ęujo de células

desde este compartimento a los compartimentos C o A.

C. Células activadas que son las que han sufrido daños mínimos o que, tras

reparación, conservan un nivel de daño residual compatible con su supervi-

vencia celular. Estas células pueden convertirse en una fuente de citoquinas,

radicales libres que contienen oxígeno (ROS) y especies reactivas que con-

tienen nitrógeno reactivo cuyas acciones tóxicas, por vecindad y quizás a

través de las vías sistémicas, pueden afectar a la población de células tumo-

rales reduciendo su supervivencia.

D. Células indemnes que son las células que sobreviven a la acción de cada

fracción de la dosis de radiación y que, para ser controladas, necesitan de

tratamientos de irradiación sucesivos.

La población celular, C, está involucrada en los efectos de vecindad de corto

y largo alcance, que ocurren en la vecindad del tumor o a distancia del mismo.

Podemos imaginar que sólo las células que sobreviven tras la interacción, producen

señales de muerte y que su transmisión, por comunicación intercelular directa a

través de las “gap junctions”, o a través de las vías vasculares y linfáticas, producirán

los efectos de vecindad (bystander) y sistémicos (abscopales) de la radioterapia.
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En ambos casos el efecto biológico que, indirectamente, parece inducir la ra-

dioterapia nos obliga a replantear el modelo biofísico basado en la ecuación lineal-

cuadrática que es de uso general en las aplicaciones clínicas de la radiación con

ĕnes terapéuticos.

Aunque las estrategias terapéuticas capaces de modular las rutas de señaliza-

ción de los receptores demuerte combinadas con agentes anti-neoplásticos pueden

en la actualidad ser de interés exclusivamente académico, los resultados obtenidos

apoyan la hipótesis de que las células tumorales activadas producen efectos tóxicos

mensurables sobre células tumorales no irradiadas, que son mediados por formas

solubles de ligandos de muerte secretados por las células dañadas al medio de cul-

tivo y que como factores difusibles, ampliĕcan la respuesta celular a la irradiación

a través de un mecanismo de vecindad dosis dependiente. Se ha determinado que

el efecto de vecindad que provoca la muerte de las células no-irradiadas podría ser

debido a la expresión de receptores de muerte funcionales en las células tumorales

y a la secreción de formas solubles de esos ligandos de los receptores de muerte.

Ambos, receptores y ligandos podrían incrementarse a través de la administración

de dosis moderadas o bajas de radiación al tumor. Además, las células UCSSC uti-

lizadas aquí han demostrado ser resistentes a los efectos de vecindad y puede que

sean adecuadas como herramientas para administrar TRAIL a los tumores.

Ahora, parece más claro que los efectos de la radiación superan la esperada re-

ducción en el numero de células tumorales viables a través de los efectos de vecin-

dad (Figura 5.2). En contraste con las células de melanoma, las células madre me-

senquimales no se ven afectadas por la señalización de los ligandos de Fas, TRAIL

e TNF producidas por las células tumorales activadas.
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CAPÍTULO 6
Conclusiones

1. Las células UCSSC en cultivo se relacionan ultraestructuralmente y funcio-

nalmente con mioĕbroblastos; tienen un fenotipo muy similar a las células

UCSSC “in situ” y provienen de la gelatina de Wharton que circunda los

vasos del cordón umbilical.

2. Las células UCSSC cultivadas en condiciones hipóxicas, con baja concentra-

ción de suero y en presencia de PDGF y EGF, experimentan un incremento

en el potencial de crecimiento que ocasiona la reducción de los valores de

su tiempo de duplicación, sin perjuicio de su estabilidad cariotípica.

3. El fenotipo que presentan las células UCSSC satisface los criterios mínimos

establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular para que estas

células sean consideradas como líneas de células madre mesenquimales.

4. Las células UCSSC cultivadas sobre telas de carbón activado siguen prolife-

rando y son capaces de diferenciarse hacia osteocitos y condrocitos.
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5. Las células UCSSC son extremadamente radiosensibles, pero resistentes a

los efectos de vecindad inducidos por el medio condicionado generado tras

la irradiación de células tumorales.
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APÉNDICE A
Consentimiento informado

Centro de Investigación Biomédica
Universidad de Granada
Hospital Universitario San Cecilio
Hospital Universitario Virgen de las Nieves

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Título del Proyecto de investigación

“Cultivo extensivo de células stem pluripotenciales adultas, obtenidas a partir de cor-
dón umbilical humano, en un bioreactor”

El proyecto ha sido promovido por el Centro de Investigación Biomédica conjunta-
mente con los Hospitales Universitarios “San Cecilio” y “Virgen de las Nieves” de Granada
y su objetivo fundamental es el estudio de la proliferación celular y de su control en el labo-
ratorio con la ĕnalidad de poder trasladar los conocimientos que se obtengan a la práctica
clínica.
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Invitación a su participación

El proyecto para el que solicitamos su autorización ha sido promovido por el Instituto
de Biopatología y Medicina Regenerativa del Centro de Investigación Biomédica (CIBM)
y uno de sus objetivos es la obtención de células madre pluripotenciales a partir del cor-
dón umbilical. Para su desarrollo se necesita un fragmento del cordón umbilical que se
obtendrá en el paritorio en condiciones de seguridad si ustedes aceptan participar en el
proyecto.

El Grupo de Investigación Oncología e Inmunología Molecular (CTS-434, Junta de
Andalucía) cuyos laboratorios están ubicados en el Centro de Investigación Biomédica ha
iniciado este proyecto de investigación. Usted está invitada a participar después de haber
sido completamente informada sobre el mismo.

Introducción

Es bien conocido que las posibilidades de la Medicina Regenerativa en el tratamiento
de las enfermedades está abriendo un campo de investigación de enorme interés. Se sugie-
re que mediante terapia celular se podría lograr la curación de enfermedades para las que
hoy carecemos de remedios eĕcaces. Previendo esta posibilidad se están desarrollando en
nuestra comunidad, y en el resto de España, programas de investigación que pretenden
obtener, y caracterizar, células madre de diversos orígenes. Se sabe que una fuente de este
tipo de células se encuentra en la sangre del cordón umbilical. Ustedes que acaban de tener
un hijo/a pueden pedir que se guarde la sangre que en el cordón umbilical quedó conteni-
da. Para ello existe el Banco Andaluz de Sangre y Cordón Umbilical. Nosotros le pedimos
que, en base al los últimos trabajos cientíĕcos publicados, y a lo que en nuestra entrevis-
ta le expondremos, permitan también que se guarde el tejido del cordón umbilical y que
una porción del mismo nos sea cedida para llevar a cabo este proyecto de investigación.
Del trozo de tejido que nos cedan obtendremos, en el Centro de Investigación Biomédica
de la Universidad de Granada, las células progenitoras pluripotenciales que nos servirán
para estudiar su capacidad de diferenciación. Con ello intentaremos buscar el avance de
la Terapia Celular y de la Medicina Regenerativa.
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Objetivo

Las técnicas basadas en la terapia celular y la medicina regenerativa necesitan de la
expansión de las células con capacidad regenerativa. Este proceso de expansión se realiza
a través del cultivo de las mismas en laboratorios especializados. Considerando que la uti-
lidad de las células pluripotenciales mesenquimales (MSC) en aplicaciones clínicas es cada
vez más prometedora, y que es necesario encontrar fuentes de células mesenquimales que
sean seguras y proporciones células pluripotenciales fáciles de cultivar hemos decidido ex-
plorar la posibilidad de colectar células MSCs partiendo del tejido perivascular (Wharton
jelly) del cordón umbilical humano para hacerlas crecer masivamente sobre un bioreac-
tor que diseñaremos a lo largo de este proyecto de investigación. El objetivo principal del
proyecto es conseguir el material y la experiencia suĕciente, para disponer de un banco de
células multipotenciales adultas derivadas del cordón umbilical que pudieran ser utiliza-
das en el futuro como elementos celulares aptos para las técnicas de medicina regenerativa
que puedan desarrollarse.

Metodología

Tras el parto y la consiguiente revisión clínica del cordón, y una vez separada la sangre
que este contiene, una muestra del tejido del cordón umbilical será almacenada para el
proyecto. Las muestras del cordón umbilical serán enviadas al Centro de Investigación
Biomédica donde se realizará el proceso de obtención de células madre multipotenciales
(MAPCs).

Una alícuota de esas células se conservará en el CIBM y otras serán utilizadas para
estudiar sus posibilidades de diferenciación a cartílago (condrocitos), vasos (endoteliales),
hueso (osteocitos), hígado (hepatocitos), sistema nervioso (neuronas), piel (epidermoides
y ĕbroblastos) y vasos (epiteliales). En el futuro, estas muestras podrán ser utilizadas en
otros proyectos cientíĕcos siempre que los proyectos hayan sido debidamente aprobados
por los Comités éticos correspondientes de los Hospitales que participen.

Además, con el empleo de un dispositivomecánico (bioreactor) pretendemosmejorar
los procedimientos de cultivo de las células MSCs para hacer el proceso más dependiente
de la tecnología que de la técnica y, concomitantemente, reducir el tiempo de laboratorio
requerido para disponer del número de células necesario para que puedan practicarse los
procedimientos de terapia celular que, probablemente, serán de enorme utilidad en las
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aplicaciones de la medicina regenerativa y la terapia celular del futuro.

Beneöcios esperados

Para el recién nacido ni para los padres del recién nacido la participación en este pro-
yecto no implica un beneĕcio inmediato. Podrían existir beneĕcios cientíĕcos, para la co-
munidad, y para diversos tipos de pacientes, en el futuro.

Posibles efectos adversos

Su participación en el proyecto no le ocasionará ningún riesgo.

Participación voluntaria

Su participación en el proyecto será completamente voluntaria, existiendo la posibili-
dad de solicitar la retirada del mismo en cualquier momento sin que por ello se altere la
relación con el grupo de profesionales que se ocupa de su asistencia.

Protección de los datos

La información contenida en su historial médico será especíĕcamente codiĕcada en
la base de datos central con el objeto de mantener la conĕdencialidad y el anonimato de su
identidad y la de su hijo/a. Sólo el personal médico autorizado que participa en el estudio
tendrá acceso y podrá utilizar esta información.

Compensación económica

No existe compensación económica por su participación en este proyecto, ésta tiene
un carácter exclusivamente voluntario. No existe ningún tipo de seguro proporcionado
por el proyecto.
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Donación

Donación signiĕca que la sangre y el cordón umbilical de su bebé se almacenan en un
banco de sangre público y se le puede ofrecer a cualquier persona que la necesite para un
trasplante.

Personal de contacto

En caso de duda o de cualquier problema puede contactar con su médico en la direc-
ción que se indica:

Doctor: ALBERTO PUERTAS PRIETO
Hospital: VIRGEN DE LAS NIEVES
Dirección: Avenida de las Fuerzas Armadas
Teléfono: 958020431
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Hoja de aceptación de Participación

He sido informado adecuadamente sobre el proyecto de investigación y he tenido
tiempo suĕciente para considerar mi participación. Todos mis derechos me han sido ex-
plicados claramente. Mi participación es completamente voluntaria y tengo la posibilidad
de retirar mi consentimiento en cualquier momento sin explicación alguna. Este hecho no
afectará a la relación con mi médico.

He recibido una copia de las hojas de información sobre el ensayo y acepto a participar
en el PROYECTO: “Cultivo extensivo de células stem pluripotenciales adultas, obtenidas
a partir de cordón umbilical humano, en un bioreactor”

Todo el material y los datos se mantendrán conĕdenciales y codiĕcados.

Mi consentimiento no libera a los investigadores de sus responsabilidades y yo man-
tengo todos mis derechos garantizados por la ley.

NOMBRE DEL PACIENTE: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
DNI: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . FECHA: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
FIRMA: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Persona designada por el investigador para participar en el proceso de consentimiento
informado:

NOMBRE: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
DNI: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . FECHA: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
FIRMA: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

NOMBRE DEL INVESTIGADOR: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
DNI: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . FECHA: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
FIRMA: . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
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Tela de Carbón activo: biomateriales para la profliferación y diferenciación de 
células mesenquimales 

V. de Araujo Farías1,5, J.J. López Peñalver1,4,5, J.L. Linares1,5,  M.V. López-Ramón2, 
F.J.  Oliver3, C. Moreno-Castilla4, J.M. Ruiz de Almodóvar1,5 

 
1Centro de Investigación Biomédica, Universidad de Granada, 18100 Armilla, Granada, España.  
2Departamento de Química Inorgánica y Orgánica, Universidad de Jaén, 23071 Jaén, España. 
3Instituto de Parasitología y Biomedicina López-Neyra, CSIC. 18100, Armilla, Granada, España. 
4Departamento de Química Inorgánica, Universidad de Granada, 18071 Granada, España. 
5Instituto de Biopatología y Medicina Regenerativa, IBIMER, Universidad de Granada, 18100 Armilla, 
Granada, España.   
 
Palabras claves: Tela de carbón activado, biomateriales y células madre. 

1. Introducción 
El desarrollo creciente de la ingeniería tisular, así como los diversos procedimientos 
clínicos de terapia celular están estrechamente ligados a la búsqueda de nuevos 
biomateriales que faciliten:  

i) La consecución de líneas celulares capaces de proliferar indefinidamente y 
diferenciarse a diversos tipos de tejidos, 

ii) La expansión de esas células hasta alcanzar densidades de 1-5·106 células por kg 
de peso del paciente [1], y  

iii) La regeneración de tejidos dañados [2-4].  

Las estructuras tridimensionales de los biomateriales proporcionan el soporte adecuado 
para que las células se adhieran, proliferen e, incluso, se diferencien cuando se les 
suministran los factores de crecimiento y diferenciación apropiados. 

Diversos estudios se han centrado en el desarrollo de estructuras tridimensionales 
“scadffolds” a partir de los compuestos biológicos naturales existentes en el hueso o en 
la matriz extracelular [2, 3, 5-7] que, además de proporcionar un soporte de fijación 
para las células, suministran a éstas un microambiente similar al de los tejidos naturales, 
al actuar como reservorio de citoquinas y factores de crecimiento [7] y facilitar la 
interacción de las moléculas señalizadoras con los receptores de la superficie celular [6, 
8]. Por otra parte se ha descrito que los biomateriales basados en macromoléculas 
pueden afectar a las capacidades celulares de fijación, migración, proliferación y 
diferenciación [9]. Esto ha impulsado la búsqueda de nuevos biomateriales entre los que 
se encuentran los nanotubos de carbono [10, 11] y las fibras de carbón activo [12], ya 
que estos son materiales biocompatibles sobre los que las células pueden adherirse y 
proliferar. La adhesión de las células vivas sobre el carbón activo incluye, en primera 
aproximación, un fenómeno de adsorción que tiene lugar entre la superficie del carbón y 
las macromoléculas que conforman la estructura de la membrana celular (entre ellas los 
antígenos de membrana). La adsorción puede explicarse mediante la teoría de la 
química de los coloides y las superficies, que incluye tanto la atracción electrostática 
como la no-electrostática entre las que se encuentran las interacciones hidrófobas. Esta 
última depende de la hidrofobicidad de la superficie de interacción entre las células y el 
carbón. Cuanto mayor sea esta fuerza de atracción mejor será el enlace entre el 
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a b s t r a c t

Purpose: To examine direct and bystander radiation-induced effects in normal umbilical-cord stromal
stem cell (HCSSC) lines and in human cancer cells.
Materials and methods: The UCSSC lines used in this study were obtained in our laboratory. Two cell lines
(UCSSC 35 and UCSSC 37) and two human melanoma skin-cancer cells (A375 and G361) were exposed to
ionizing radiation to measure acute radiation-dosage cell-survival curves and radiation-induced bystan-
der cell-death response.
Results: Normal cells, although extremely sensitive to ionizing radiation, were resistant to the bystander
effect whilst tumor cells were sensitive to irradiated cell-conditioned media, showing a dose–response
relationship that became saturated at relatively low doses.
We applied a biophysical model to describe bystander cell-death through the binding of a ligand to the
cells. This model allowed us to calculate the maximum cell death (vmax) produced by the bystander effect
together with its association constant (KBy) in terms of dose equivalence (Gy). The values obtained for KBy

in A375 and G361 cells were 0.23 and 0.29 Gy, respectively.
Conclusion: Our findings help to understand how anticancer therapy could have an additional decisive
effect in that the response of sub-lethally hit tumor cells to damage might be required for therapy to
be successful because the survival of cells communicating with irradiated cells is reduced.

� 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved. Radiotherapy and Oncology xxx (2011) xxx–xxx

Variation in the intrinsic radiosensitivity of both human-tumor
and normal-tissue cells is already recognized, and these differences
may be related to clinical curability and tolerance to treatment [1].
At present, choice of the appropriate dose for all patients is based
on a balance between minimizing the incidence of severe normal-
tissue complications and maximizing the probability of local con-
trol. Radiation is an unusual toxic agent in that the timing of tissue
damage can vary widely from one patient to the next [2,3]. Radio-
therapy is based on traditional radiobiological models, in which
the effect of radiation on cells is assumed to result from a cascade
of simultaneous or successive events that start with the initial dam-
age to DNA. Radiation-induced lethal or potentially lethal damage to
the DNA of cells can be explained by linear-quadratic models, which
can also be used to describe the relationship between the total

isoeffective dose and dose per fraction in fractionated radiation ther-
apy [4]. Based on these models, successful tumor control requires
that all clonogenic cells receive a lethal dose. The initial radiation-in-
duced damage to DNA [5] may be a biological indicator of the quan-
tity of energy transferred to the DNA. Nevertheless, the late effects of
radiation have still not been fully explained and thus a more general
theory to describe the consequences of radiation therapy appears to
be necessary [6]. A key consequence in cells is that direct damage oc-
curs to the DNA within the nucleus, producing a range of lesions, of
which DNA double-strand breaks (DSBs) play a vital role in deter-
mining whether they survive radiation exposure or not [7]. The pres-
ence of DNA damage in cells activates repair mechanisms as well as
signal transduction pathways, leading to cell cycle arrest and apop-
tosis. The tumor suppressor protein p53 plays a key role in whether
the cell cycle is arrested or apoptosis ensues after a genotoxic attack.
Parp-1 participates in the p53 response following irradiation [8,9],
but the cascade of events, including intra- and inter-cellular signal-
ing involving free radicals, reactive oxygen species, cytokines or
epigenetic changes, has still to be clarified and the results can vary

0167-8140/$ - see front matter � 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.radonc.2011.11.002
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a b s t r a c t

Background: It has been demonstrated that human umbilical cord stromal stem cells (UCSSCs) are bio-
equivalent to bone marrow mesenchymal stem cells. However, little is known about their tissue origin or
in vivo functions, and data on their expansion properties are limited due to early senescence in the
culture methods described to date.
Methods: UC sections and cultured UCSSCs were analyzed with a panel of 12 antibodies. UCSSCs were
grown in low-FCS containing medium at 5% or 21% oxygen and were assayed for their clonogenic
properties, karyotype stability, expression of specific cellular markers, and multi-lineage potential. UCSSC
contractile properties were evaluated by using collagen gel contraction assays under cytokine stimulus.
Results: Immunohistochemistry studies showed that the UCSSCs were derived from the Wharton’s jelly
and not from the vascular smooth muscle sheath of the blood vessels. UCSSC growth properties were
increased in a 5% oxygen atmosphere in comparison to normoxic culture conditions. In both culture
conditions, UCSSCs were CD14-, CD34-, and CD45-negative while expressing high levels of CD73, CD90
and CD105 and maintaining their differentiation potentialities. UCSSCs expressed alpha smooth muscle
actin and behaved as functional myofibroblasts when cellular contraction was challenged with appro-
priate stimuli.
Conclusions: UCSCs are mesenchymal stem cells that reside in the perivascular area of Wharton’s jelly and
are phenotypically and functionally related to myofibroblasts.

� 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Mesenchymal stem cells (MSCs) have been isolated from
umbilical cord (UC) blood [1,2], umbilical vein subendothelium [3],
and Wharton’s jelly, while efforts have been made to distinguish

between perivascular [4,5] and intervascular [6,7] areas of Whar-
ton’s jelly.

Human umbilical cord stromal stem cells (UCSSCs) are emerging
as an interesting alternative to bone marrow-derived MSCs
because: i) UCSSCs are obtained by non-invasive means; ii) they
meet International Society of Cellular Therapy criteria [8]; iii) they
have been successfully differentiated to adipocytes [6], chon-
drocytes [9], cardiomyocytes [10], skeletal myoblasts [7], and bone
[6], hepatocyte-like [11,12], endothelial [13], and neuronal [6] cells;
and, importantly, iv) they are not recognized by HLA mismatch
lymphocytes and they mitigate alloreactivity in mixed lymphocyte
cultures, suggesting that human UCSSCs will be tolerated in allo-
geneic transplantation [14e16].

* Corresponding authors. Centro de Investigación Biomédica, Avenida del Con-
ocimiento s/n, 18 100 Armilla, Granada, Spain. Fax: þ34 958 81 91 32.

E-mail addresses: joseluislinares@ugr.es (J.L. Linares-Fernández), jmrdar@ugr.es
(J.M. Ruiz de Almodóvar).
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2 Tel.: þ34 958 24 10 00x20009.
3 Both authors have contributed equally to this work.
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A B S T R A C T

Activated carbon cloth was shown to be a good support for the growth and differentiation

of mesenchymal stem cells (MSCs). By using this approach, we improved the cell culture

procedure and reduced the laboratory time required to obtain a very large number of MSCs

suitable for utilization or differentiation.

� 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Stem cells vary widely but have two characteristic proper-

ties, regardless of the tissue from which they derive: they can

produce other stem cells of the same type in an unlimited

manner, and they can give rise to a specific cell lineage for tis-

sue maintenance or repair [1]. Multipotential MSCs can origi-

nate a limited group of cell types, including chondrocytes,

osteocytes, adipocytes, myocytes, and neurons. MSCs have

been isolated from different compartments of the umbilical

cord, among other tissues [2]. MSCs transplanted under the

appropriate conditions give rise to three germinal layers and

substantially contribute to all or at least most tissues after

their injection into blastocytes [3].

In cell therapy, MSCs are isolated from the same patient or

from a healthy donor, and a sufficient amount is grown in the

laboratory for a dosage of 1–5 · 106 cells per kg of patient

weight [4]. However, conventional culture of MSCs requires

weekly passage, reducing their pluripotency and proliferation

capacity because of exposure to enzymes (e.g., trypsin) that

degrade cell surface proteins [5–7]. Majd et al. [6] recently

described a novel method for continuously increasing the cul-

ture surface at relatively constant cell densities, which can

generate the large number of autologous and multipotent

MSCs needed for successful regenerative medicine.

The use of activated carbon cloth (ACC), which presents a

large surface area, may fulfill the space requirements and

avoid weekly passaging. In addition, carbon-based materials

are of interest because they are well accepted by the biological

environment [8,9]. However, very little research has been re-

ported on the interactions between stem cells and three-

dimensional scaffolds [10]. Living cells are known to attach

to the surface of activated carbon via adsorption [11], and this

process can be explained by colloid and surface chemistry in

terms of electrostatic and hydrophobic interactions. Electro-

static interactions are highly dependent on the solution pH,

which affects the carbon surface charge and the dissociation

or protonation of organic functional groups of the outer cell

membrane. The strength of hydrophobic interactions is posi-

tively related to the hydrophobicity of the cells and the carbon

0008-6223/$ - see front matter � 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.carbon.2009.08.016
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Abreviaturas

ACTA2 alfa actina de músculo liso. 51, 102

ACTG2 gama actina de músculo liso. 51

ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule. 22

ANPEP alanyl (membrane) aminopeptidase. 19, 22

CD14 molécula de CD14. 12, 19, 22, 101, 102

CD19 molécula de CD19. 19

CD33 molécula de CD33. 23, 25

CD34 molécula de CD34. 12, 15, 19, 23, 25, 101, 102

CD38 molécula de CD38. 23

CD44 molécula de CD44. 22, 101

CD68 molécula de CD68. 98

CD79A molécula de CD79A, immunoglobulin-associated alpha. 19

ENG endoglina. 12, 19, 21, 22, 101, 102

FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6). 110

GYPA glicoforina A (grupo sanguíneo MNS). 23

HLA-G complejo mayor de histocompatibilidad, clase I, G. 23

ICAM1 molécula de adhesión celular 1. 24
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IL10 interleucina 10. 56, 82, 83, 103

IL3RA interleukin 3 receptor, alpha (low affinity). 23

IL8 interleucina 8. 109

ITGA2 integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor). 22

ITGA3 integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor). 22

ITGA4 integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor). 22

ITGA5 integrin, alpha 5 (ĕbronectin receptor, alpha polypeptide). 22

ITGAM integrina, alfa M (complement component 3 receptor 3 subunit). 19

ITGAV integrin, alpha V (vitronectin receptor, alpha polypeptide, antigen CD51). 22

ITGB1 integrina, beta 1. 22, 101

KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog. 12, 24

KLF4 Kruppel-like factor 4 (gut). 20, 52, 80

MCAM melanoma cell adhesion molecule. 22

MME metalo-endopeptidasa de la membrana, conocida usualmente por CD10. 22, 98,
101

MYC v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian). 20, 52, 80

NANOG Nanog homeobox. 4, 11, 12, 14, 21, 22, 52, 80

NCAM1 neural cell adhesion molecule 1. 23

NT5E 5’-nucleotidase, ecto. 12, 19, 21, 22, 101

PECAM1 molécula de adhesión de plaquetas/células endoteliales. 23

POU5F1 POU class 5 homeobox 1. 4, 11, 12, 14, 20, 21, 24, 52, 80

PROM1 prominin 1. 23, 25

PTPRC protein tyrosine phosphatase, receptor type, C. 12, 19, 23, 101, 102

SALL4 sal-like 4 (Drosophila). 52, 80
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SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2. 4, 11, 14, 20, 22, 52, 80

TGFB1 factor de crecimiento transformante beta 1. 56, 82, 103, 109

THY1 y-1 cell surface antigen. 12, 19, 21, 22, 101, 102

TNF factor de necrosis tumoral. 109, 110

TRAIL factor 10 de la superfamilia de factores relacionados con el factor de necrosis tu-
moral (TNFSF10), más conocido como TRAIL. 109, 110, 113

VCAM1 molécula de adhesión celular vascular 1. 24

ZFP42 zinc ĕnger protein 42 homolog (mouse). 14

DMSO dimetilsulfóxido (Sigma, D2650). 45

DP número acumulado de duplicaciones de población. 47, 100

EGF factor de crecimiento epidermal. 45, 100

ESC células madre embrionarias. 4, 8–11, 14, 21, 106

FBS suero bovino fetal. 44, 61

GFP proteína verde Ęuorecente. 59, 60, 83, 84

HLA-DR complejo mayor de histocompatibilidad, clase II, DR. 19

HSC células madre hematopoyéticas. 4–6, 9, 15, 18, 101

IBMX 3-isobutil-1-metilxantina. 55

ICM masa interior de células o embrioblasto. 8

iPSC células madre pluripotenciales inducidas. 4, 9, 10, 20

MAPC células madre progenitoras adultas multipotenciales. 19, 20

MC medio condicionado por la irradiación. xx, 62–65, 91–95, 106–110, 112

MSC células madre mesenquimales. xvii, 9, 14, 15, 17–19, 21–29, 39, 100–102, 104, 106,
110
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NSC células madre neurales. 9, 18

PBS tampón fosfato salino. 41, 42, 49, 51, 56, 63, 64

PDGF factor de crecimiento derivado de plaquetas. 45, 56, 82, 83, 103

PVD enfermedad vascular periférica. 20

SMA actina de músculo liso. 82

TD tiempo de duplicación. 46, 47, 100

TCA tela de carbón activado. 26, 28, 29, 37, 38, 58–60, 83–86

tripsina solución de tripsina al 0,25% m/v (Gibco, 25200075). 42, 45

UCSSC células madre estromales de cordón umbilical. xvii–xx, 22–24, 44, 51, 54–61, 67–
70, 72–74, 76, 77, 80–84, 86–90, 93, 97–106, 110, 113, 117
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