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Estandarizacion de la técnica para la obtencion de células
mesenquimatosas de médula osea de rata para su
aplicacion en el manejo de lesiones medulares

Dr. Marco A. Guerrero-Godinez* D. en C. Rebecca E. Franco-Bourland,* D. en C. Gabriel Guizar-
Sahagun,** M. en C. Guadalupe Cervantes Vazquez* **

RESUMEN

Introduccién: Una nueva opcién para el manejo de lesiones medulares es el trasplante de células inmaduras, para proteccion y/o
reparacion del sitio de la lesion. Una fuente accesible y renovable de células progenitoras es la médula 6sea. Hay una subpoblacion
de células mononucleares en la médula 6sea que se adhiere a poliestireno, las células mesenguimatosas, que por su inmadurez
pudieran ser Utiles en el manejo de la lesion medular. Objetivos: Obtener in vivo células mesenquimatosas de la médula 6sea de
una tibia de rata, determinar su inmunofenotipo y probar su viabilidad después de varios dias en cultivo. Métodos: Se aspiraron in
vivo 500 uL de médula 6sea/sangre de una tibia perforada de rata Wistar. Con gradiente de Ficoll, se aislé la fraccion de células
mononucleares. Estas células fueron cultivadas en cajas Petri de poliestireno de alta calidad para la separacién por adhesion de las
células mesenquimatosas. El fenotipo inmunolégico de las células mesenquimatosas se determind por citometria de flujo y su
viabilidad se probé por su permeabilidad al azul de tripano. Resultados: El procedimiento quirdrgico para la obtencion in vivo de la
médula 6sea de tibia de ratas no afecté su marcha. [Esta observacion es relevante para futuros estudios de ratas con lesion medular
gue sean manejadas con células mesenquimatosas de médula ésea autéloga, que serian evaluados en base a su funciéon motora].
Se obtuvieron células mesenquimatosas por adhesién a poliestireno con un rendimiento de 500,000 células/500 pL de médula 6sea/
sangre, viables en un 98% al noveno dia de cultivo. Estas células mostraron un inmunofenotipo positivo para CD-10, CD-13y CD-61,
que apoya su identidad. Discusién: Se obtuvo in vivo médula ésea de un solo hueso largo (tibia) de rata con dafio minimo en tejidos
blandos, sin alterar su marcha. Los marcadores inmunolégicos cominmente asociados a células mesenquimatosas son CD-10, CD-
13y Thy-1 (CD-90). Las células mesenquimatosas que aislamos aqui fueron positivas para CD-10, CD-13y CD-61. Conclusién: De
la fraccion de células mononucleares de médula ésea aspirada in vivo de una tibia se obtuvieron células mesenquimatosas, con un
inmunofenotipo caracteristico, en cantidad suficiente para su uso en trasplante a médula espinal lesionada.

Palabras clave: Médula 6sea, células mesenquimatosas, lesion medular.
ABSTRACT

Introduction: A new option for the management of spinal cord lesions is the transplant of immature cells for protection and/or
repair of the site of injury. A readily accessible and renewable source of progenitor cells is the bone marrow. There is a subpopu-
lation of mononuclear cells in the bone marrow that adhere to polystyrene, the stromal cells, which because of their immaturity
could be useful in the management of spinal cord lesions. Objectives: Obtainin vivo stromal cells from the bone marrow of one rat
tibia, determine their immunophenotype, and test their viability after several days in culture. Methods: Five hundred microliters of
bone marrow/blood were aspirated in vivo from a perforated Wistar rat tibia. Using a Ficoll gradient, the mononuclear cell fraction
was obtained. These cells were cultured in high quality polystyrene Petri dishes for the separation by adhesion of the stromal cells.
Stromal cell immunological phenotype was determined by flow cytometry and their viability by their permeability to trypan blue.
Results: The surgical procedure to obtain in vivo bone marrow from rat tibia did not affect their motor performance. [This observa-
tion is relevant for future studies of rats with spinal cord lesions treated with autologous bone marrow stromal cells, which would be
evaluated on the basis of their motor performance]. Stromal cells were obtained by adhesion to polystyrene with a yield of 500,000
cells/500 uL of bone marrow/blood; 98% of the cells were viable after 9 days in culture. These cells showed a positive immunophe-
notype for CD-10, CD-13 and CD-61. Discussion: Bone marrow was obtained in vivo from a single long rat bone (tibia), with
minimum damage to soft tissues and without affecting motor performance. The most common markers associated to stromal cells
are CD-10, CD-13 and Thy-1 (CD-90). The stromal we isolated here were positive for CD-10, CD-13, and CD-61, which supports
their identity. Conclusion: From the fraction of mononuclear cells of bone marrow aspiratedin vivo from rat tibia, stromal cells were
obtained showing a characteristic immunophenotype, in sufficient amount for use in transplantation to injured spinal cords.

Key words: Bone marrow, stromal cells, spinal cord lesion.

INTRODUCCION

* Centro Nacional de Rehabilitacion, Servicio de Bioquimica-Ortopedia. ., . o -
** Centro de Investigacion “IMSS/PROY ECTO CAMINA”. Lalesion medular generalmente involucra un dafio irrever-
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nuevas alternativas parael mangjo delalesion medular seha
propuesto €l trasplante de células inmaduras para proteger
al tgjido lesionado y/o promover lareparacion del sitio dela
lesion®®. En esta Ultima década se ha utilizado material ce-
[ular embrionario como fuente de células madre (stem cells)
para trasplante a tejidos lesionados3L. El inconveniente del
uso de células madre de origen embrionario es su pocadis-
ponibilidad?®, asi como la controversialegal y ética que ha
generado |la destruccion de embriones humanos para obte-
ner sus células para experimentacion?t. Células inmaduras
de tejidos de animal adulto®, parcialmente diferenciadas,
con capacidad de diferenciacion, aunque de dificil acceso,
tambi én han sido trasplantadas exitosamente atejidos lesio-
nados diferenciandose a células maduras propias del tgjido
hospedero™®.

Otra fuente de células madre y/o células progenitoras es
la médula dsea. Es un tejido compuesto de células diferen-
ciadasdelalineablancay de célulasinmaduras, capaces de
diferenciarse tanto in vitro como in vivo®!. Lo que es parti-
cularmente atractivo de esta fuente de células inmaduras es
su fécil acceso y su capacidad de renovacion®. Las células
inmaduras de médula dsea de ratén o de humano son células
mononucleares que se pueden separar de las demés células
mononucleares por su adhesion diferencial aplastico (polies-
tireno)”; son capaces de generar considerables unidades for-
madoras de colonias de la serie granulocitica-mieloide en
cultivos acorto plazo’. Seles conoce como célul as estroma-
les 0 mesenquimatosas’, por su capacidad de diferenciarse
en tejido muscular, 6seo, condral y lineas adipogénicas®®.

Unamaneradeidentificar alas células mesenquimatosas o
estromalesespor suresistenciaal tratamiento con 5-fluoroura-
cilo (agente antineoplasico), una propiedad de células inma
duras®?®, Otraformaesatravés de laidentificacion de marca-
dores que expresan en la superficie celular, tales como: CD-
10CD-13y CD 90(Thy-1) o bien, por laausenciade expresion
de marcadores propios de otro tipo de células como CD-34 y
CD-45'011, Otros marcadores de superficie descritos, aungue
con menos frecuencia, para las células mesenquimatosas de
médula éseay células progenitoras neuronales son CD-164 y
CD-172a. Ambos tipos celulares también expresan nestina,
una proteina propia de neuronas inmaduras®.

Cédulas progenitoras de médula 6sea se han empleado exi-
tosamente en la regeneracion de tejido dafiado. El trasplante
de una fraccion de médula Gsea aislada mediante citometria
de flujo y biomagnetismo en zonas de infarto cardiaco en ra-
ton haresultado en el mejoramiento de lafuncion ventricular
debido a la diferenciacion del trasplante en tejido cardiaco
nuevo?3303L, | ainyeccion local o sistémica de una fraccion
de médula 6sea genéticamente marcada en ratén haresultado
en laregeneracidn defibras muscul ares dafiadas quimicamen-
te”. Lesiones hepéticas en ratdn han sido tratadas exitosamen-
te trasplantando células madre ailadas de médula dsea, ob-

servandose la formacion de tejido hepético nuevo y conse-
cuentemente, una funcidn hepética recuperadal®.

Ademas de su diferenciacién a células de musculo, higa-
do y corazdn, las células progenitoras de médula ésea de
ratay humano se han diferenciado in vitro® e in vivo' en
células con morfologia neuronal. Kopen, et al., 1999 tras-
plantando células mesenquimatosas de médula ésea por in-
yeccion directa al ventriculo lateral de raton neonatal, ob-
servaron que dichas células podian diferenciarse in vivo en
astrocitos y neuronas, ademas de desplazarse a través del
cerebro del animal. Esta observacion demuestra que las cé&-
lulas mesenquimatosas también se pueden comportar como
células madre neuronales'.

Células mesenquimatosas de médula 6sea ya han sido
aplicadas exitosamente en el manejo de la lesién medular.
Chopp, et a., 2000 demostraron que €l trasplante de células
mesenquimatosas de médula 6sea aratas después de unale-
sién medular, resulta en una mayor recuperacion de la fun-
cion motora de las extremidades traseras evidente apartir de
la segunda semana del trasplante en comparacion con ratas
lesionadas tratadas con vehiculo.

Aqui describimos la obtencién de células mesenquima:
tosas de méduladseadetibiaderataviva. Lascélulasfueron
tipificadas por citometria de flujo y mantenidas en cultivo
por 9 dias.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Se utilizaron ratas macho dela cepaWistar de 250
a 300 g de peso corpora. Fueron mantenidas en el bioterio
del CNR en jaulas de pléstico individuales con libre acceso a
agua y alimento, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h y en
estricto apego alaNorma Oficial MexicanaNOM-062-ZO0-
1999 para € cuidado de animales de experimentacion.

Obtencién in vivo de médula ésea/sangre de tibia de
rata. Se anestesiaron ratas con unamezcla de ketamina 65
mg/kg (Cheminova) y xilacina 10 mg/kg (Bayer) por via
intraperitoneal®. Con técnicas de asepsiay antisepsiaserea-
[iz6 unaincision de 5 mm de longitud en el tercio superior
y caramedial en tibia, dgjando expuesta un area de tejido
0seo. Con soporte para broca manual y una broca con un
didmetro de 1.6 mm (Triumph) en posicion perpendicular
alasuperficie de latibia, se realizé manual mente una per-
foracion en el tejido 6seo, hasta llegar al canal medular’’
(Figura 1A). Enseguida, mediante unajeringade 3 mL con
aguja de 22G x 32 mm (BD Plastipak) adaptada con una
canulade polipropileno, enjuagadas con 200 uL de hepari-
na (PISA, 1,000 Ul/mL) y colocando la punta de la canula
en la perforacion, se aspiraron in vivo 500 uL de médula
Osea/sangre (Figura 1B).

Al término del procedimiento se cerré laheridaquirdrgi-
ca en un solo plano con sutura de nylon 3-0, se limpié la
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herida con isodine espumay se mantuvo en observacion ala
rata hasta recuperarse de la anestesia.

Fraccionamiento dela médula ésea/sangre por gra-
diente en Ficoll: obtencion de células mononuclear es.
Quinientos microlitros de médula ésea/sangre obtenidos
por aspiracion in vivo de tibia de rata, se mezclaron in-
mediatamente con 1.5 mL de medio de cultivo L-15 Lei-
bovitz con rojo de fenol y L-glutamina (Gibco) en tubos
de cultivo de poliestireno estériles de 5 mL (Sarstedt).
En otro tubo de cultivo de 5 mL con 3 mL de Lympho-
prep (Ficoll) estéril (Nycomed) se colocaron 2 mL dela
mezcla de médula sea/sangre y medio L-15. Se centri-
fugd la preparacién a 400 x g (Hermle Z320) por 30 min
y atemperatura ambiente; la corrida se detuvo sin freno.
Cuidadosamente se recogieron 200 a 300 uL de lainter-
fase turbia que se formo entre el medio acuoso y la capa

B

Figura 1. Obtencidn in vivo de médula 6sea de la tibia de
rata Wistar. A, Perforacion de la tibia con una broca de 1.6
mm de diametro. B, Aspiracion de la médula ésea a través
de la perforacién con una canula de polipropileno.

de Ficoll, que es precisamente la fraccién de células mo-
nonucleares o capa linfocitaria.

Para eliminar el Ficoll, se mezcl6 la fraccion de células
mononucleares con 500 uL de unasolucion isoténicade clo-
ruro de sodio al 0.9% (Abbott) en un tubo para cultivo, se
centrifugd lamezclaa 234 x g por 5 min; se detuvo lacorri-
dasinfreno. Seelimind el sobrenadantey lapastillade célu-
las se resuspendid en 300 uL de la solucién de cloruro de
sodio a 0.9%.

Obtencion de células adherentes a poliestireno a par-
tir de la fraccion de células mononucleares de médula
Osea/sangr e. Ciento cincuenta microlitros de la suspension
de células mononucleares libres de Ficoll se cultivaron en
placas para cultivo de poliestireno de alta calidad con 6 po-
zos de 9.5 cm? de drea de crecimiento (Sarstedt), en 1.5 mL
de medio de cultivo de I scove, un medio de Dulbecco modi-
ficado con L-glutaminay rojo defenol (IMDM, Gibco), con
10% de suero fetal bovino (Gibco) y 10 mL/L de una solu-
cion de antibidticos (10,000 U/uL de penicilina G sbdica,
10,000 mg/mL de sulfato de estreptomicinay 25 mg/uL de
anfotericinaB, Gibco). Las células seincubaron a37°C con
5% CO,, en ambiente himedo (National Weinicke Company)
por 3 dias. Sevigil6 diariamente laviabilidad de las células
mediante el uso de un microscopio invertido (Axiovert 25,
Zeiss), asi como el volumen del medio de cultivo en cada
pozo. Al cuarto dia se realiz6 un cambio de medio de culti-
VO, se agito lacajamoderadamentey seretird el medio. Las
células que permanecieron adheridas (células mesenquima-
tosas) selavaron con 500 uL de medio IMDM con agitacion
suave. Parasu estudio de viabilidad y caracterizacién inmu-
nofenotipica, las células mesenquimatosas fueron sus-
pendidas en 2 mL de medio IMDM con 10% de suero fetal
bovino y 10 mL/L de la solucion de antibiéticos.

Viabilidad delas células mesenquimatosas con azul de
tripano. En un tubo de vidrio con 400 uL de azul de tripano
al 0.4% (Gibco) se afiadieron 100 pL de la suspension de
células mesenquimatosas (dilucion 1:5). Se agitd la mezcla
de manera moderada e inmediatamente después se colocd
en lacamarade Neubauer (American Optical Company) para
hacer la cuenta de células viables.

Caracterizacion de las células mesenquimatosas por
citometria de flujo. Se determiné el inmunofenctipo de las
células mesenquimatosas por citometria de flujo, emplean-
do anti cuerpos monocl onal es anti-humano (Beckman Coul-
ter) para CD-10, CD-13y CD-61.

RESULTADOS

Aidamiento de médula 6sea/sangre detibiaderata. Enla
figura 2 se muestra una fotomicrografia de médul a 6sea/san-
gre extraidadetibiaderata, en laque se aprecian células mo-
nonucleares, gran cantidad de eritrocitos y un megacariocito.
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Obtencioén decdlulasmesenquimatosas demédula 6sea/
sangre: viabilidad y conteo. A partir de cultivos delafrac-
cién de células mononucleares de médula Gsea/sangre obte-
nida en gradiente de Ficoll, a cuarto dia de cultivo se sepa-
raron células mesenquimatosas por adherenciadiferencial a
poliestireno de altacalidad. Vistas en el microscopio inverti-
do las células mesenquimatosas presentaron unamorfologia
esférica (Figura 3). Con azul de tripano, las células mesen-
guimatosas mostraron unaviabilidad del 98% con un rendi-
miento de 500,000 células/500 uL de médula ésea/sangre
después de 9 dias en cultivo.

Caracterizacion inmunofenotipica de las células me-
senquimatosas. La tipificacion del inmunofenotipo de las
células mesenquimatosas fue positivo paralos tres anticuer-
posutilizados CD 10, CD 13y CD 61, como seilustraenlos
histogramas de un parametro de lafigura 4.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en los Ultimos 5 afios sugieren
gue el trasplante de células madre paralaregeneracion de
diversos tipos de tejidos lesionados es un procedimiento
con gran potencial (ref). Una de las limitantes es |a ob-
tencién de estas células. Su obtencion a partir de embrio-
nes humanos conlleva cuestionamientos éticos y mora-
les?l. Su obtencion de organismos adultos es compleja
debido a su localizacion!® y dificultad para mantenerlas
en cultivo'®,

Unafuente de células multipotencialesrenovabley defa-
cil acceso es la médula 6sea. Chopp et a., 2000 aislaron

Figura 2. Fotomicrografia de frotis de médula ésea/sangre
de tibia de rata tefiida con hematoxicilina-eosina. Megaca-
riocito (flecha en bloque negra), células mononucleares (fle-
chas en bloque blancas) y glébulos rojos (flechas). Micros-
copio de luz, 100X.

células mesenquimatosas multipotenciales de médula 6sea
detibiay fémur de rata que trasplantaron aratas con lesion
medular, con un efecto benéfico aparente a las 2 semanas
despuésdel trasplante. En este estudio lalimitantefue el uso
de inmunosupresores para evitar €l rechazo del tejido extra-
fio. Nosotros hemos disefiado un procedimiento para aislar
células inmaduras de médula 6sea autologa, de una solati-
bia de rata, para el manejo de la misma rata con lesién me-
dular, con el propdésito de evitar su rechazo, sin lanecesidad
del uso de inmunosupresores.

La obtencién de células mesenquimatosas de médula
Osea autéloga de tibia implica su aislamiento a través de
una perforacion en la tibia de la rata viva sin alterar su
marcha (un parametro de recuperacion aevaluar en lasra-
tas con lesion medular trasplantadas). El procedimiento
quirargico descrito aqui no afecto el estado general de la
rata, no produjo dafio importante alatibiani afecté lamar-
cha de las ratas operadas. La recuperacién del tejido 6seo
en el sitio de la perforacion ocurre entre los dias 5 y 14
postquirdrgicost’. Es claro, que el procedimiento descrito
aqui para obtener médula ésea de tibia de ratas vivas no
interferird cuando valoremos la funcion motora de las ex-
tremidades posteriores de unarata con lesién medular pos-
terior al trasplante de células mesenquimatosas obtenidas
de su propiatibia.

Debido a sangrado en el canal medular que se produce
durante laaspiracién de lamédula éseala muestra de médu-
la 6sea que procesamos para la obtencién de células mesen-
guimatosas es una mezcla de médula dsea/sangre.

Figura 3. Fotomicrografia de células mesenquimatosas.
Células adheridas al plastico (flechas) al cuarto dia del cul-
tivo. Microscopio invertido, 40X.
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Figura 4. Andlisis por citometria de flujo del fenotipo inmunolé-
gico de las células mesenquimatosas de médula 6sea/sangre
de tibia de rata. Los «histogramas de un parametro» ilustran el
conteo del nimero de células (eje de las Y) positivas para un
marcador de superficie CD-10, CD-13 6 CD-61, identificados
con anticuerpos monoclonales marcados con un fluorocromo
y medidos segun la intensidad de la fluorescencia (eje de las
X). A. Histograma para CD-10. El desplazamiento de la curva
hacia la derecha indica un marcaje positivo; la altura de la cur-
va, el nimero de células de la preparacion que son positivas.
B. Histograma para CD-13. C. Histograma para CD-61.

L as células mononucleares que se aislan en lainterfase
entre el Ficoll y el medio de cultivo son células hematopo-
yéticas, no hematopoyeéticas, células precursorasy linfoci-
tos, con capacidad de proliferar y diferenciarse’. De esta
fracciéon separamos las células mesenquimatosas de las
demés células por su adherencia a plastico. Estas células
mesengui matosas proliferan y se diferencian en cultivo fa-
cilmente, en comparacion con células precursoras obteni-
das de cordén umbilical, que ademas tienen una menor su-
pervivencia®®.

Las cajas de cultivo que utilizamos para separar las célu-
las mesenquimatosas de las demés células mononucl eares,
estan hechas de poliestireno de ata calidad, €l cual presenta
una mejor superficie para su adhesién'®. Este plastico con-
tiene en su superficie componentes nitrogenados cargados
positivamente que permiten primero la adhesién de fibronec-
tinay vitronectina que se encuentran en el suero con el que
se enriquece a medio de cultivo. Estas proteinas son las que
luego promueven la adhesién de las células mesenquimato-
sas a la superficie de la caja de cultivo?®?7-?, Las células
mesenquimatosas que obtuvimos de la muestra de médula
Osea/sangre por adhesion sobrevivieron en cultivo por nue-
ve dias en un 98%.

Existe controversiarespecto ala expresion de marca-
dores caracteristicos en la superficie de las células me-
senguimatosas, pero los mas cominmente descritos son:
CD-10, CD-13 y Thy-1 (CD-90)710.1224.32  Empleando
anticuerpos monoclonal es anti-marcadores de humano,
demostramos por citometria de flujo que las células me-

|
|
o* Nm ﬂ B ﬁl

1000

CD61-FITC
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senquimatosas aisladas son positivas para CD-10, CD-
13y CD-61%.

CONCLUSION

La técnica de aspiracion descrita agui para la obtencion
in vivo de una mezcla de médula 6sea/sangre de unatibia
de rata rinde una fraccion de células mononucleares en
gradiente con Ficoll adecuada para obtener, por adhesién
diferencial a poliestireno, células mesenquimatosas, se-
gun su inmunofenotipo y su propiedad adherente al plas-
tico, en cantidad suficiente para su uso en trasplante a
médula espinal lesionada. El procedimiento quirdrgico no
altero lamarcha de las ratas, |0 que nos permitira valorar
el efecto de un trasplante autdlogo de células mesenqui-
matosas aisladas in vivo de unatibia de rata sobre la fun-
cion motorade lamismarata con lesion medular por con-
tusion.
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