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RESUMEN

Las células madre estromales humanas y de roedores cultivadas pueden ser inducidas
a diferenciarse en neuronas, enfatizando su utilidad potencial en la terapia celular
neurorrestaurativa. Los sistemas de cultivo para la expansion de estas células
describen el uso de diferentes proporciones de suero fetal, lo que motivé a estudiar
qué concentracion de suero fetal bovino era capaz de garantizar un adecuado
rendimiento celular. Las células de la médula 6sea de rata se cultivaron en medio a-
MEM suplementado con 10 y 20 % de suero fetal bovino y se subcultivaron hasta 3
veces. La viabilidad celular de los cultivos primarios y los subcultivos estuvo por
encima del 98 % en ambos experimentos. Los cultivos primarios demoraron 17,4 dias
en confluir y los subcultivos 7,7 dias. La concentracion de suero fetal al 20 % no
aumento significativamente la velocidad de multiplicaciéon celular; no obstante, se
obtuvo un mayor nimero de células estromales. El sistema de expansionin vitro podria
utilizarse en estudios futuros para la expansion de las células estromales humanas, lo
que sienta mejores bases para su aplicacion clinica.

Palabras clave: células estromales de médula ésea, cultivo, suero fetal bovino,
viabilidad celular.

ABSTRACT



Cultured human and rodents stromal stem cells can be induced to differentiate into
neurons, emphasizing its potential use in neurorestorative cell therapy. Cropping
systems for the expansion of these cells describe the use of different ratios of fetal
serum, which led to study what concentration of fetal calf serum was able to ensure an
adequate cell yield. Cells from rat bone marrow were cultured in medium
supplemented with a-MEM 10 and 20 % fetal bovine serum and subcultured up to 3
times. Cell viability of primary cultures and subcultures was above 98% in both
experiments. Primary cultures converge delayed in 17.4 days and 7.7 days
subcultures. The concentration of 20 % fetal calf serum did not significantly increase
the speed of cell division, however, we obtained a greater number of stromal cells. The
expansion in vitro system could be used in future studies for the expansion of human
stromal cells, which feels better basis for clinical application.

Key words: bone marrow stromal cells, culture, fetal bovine serum, cell viability.

INTRODUCCION

Las células estromales de la médula 6sea son de gran interés debido a que se pueden
aislar facilmente, expandirse y ser capaces de generar colonias in vitro a partir de
células simples.! En la médula 6sea se han caracterizado al menos 2 tipos de células
madre: las hematopoyéticas y las estromales, que pueden diferenciarse en
osteoblastos, adipocitos, condrocitos, miocitos, astrocitos, oligodendrocitos, neuronas y
otros linajes mesenquimales.? Diferentes autores han demostrado que las células
estromales cultivadas, tanto humanas como de roedores, pueden ser inducidas a
diferenciar en neuronas,®® lo que enfatiza su utilidad potencial en el tratamiento de las
enfermedades neuroldgicas.

De estos antecedentes surge el interés de explorar estas células como posible fuente
para trasplantes experimentales y clinicos, y ser considera algo muy importante en el
establecimiento de los sistemas de expansién in vitro.®** En los Gltimos afios se ha
visto un rapido avance en el aislamiento y caracterizacion de células progenitoras y
células madre hematopoyéticas, fundamentalmente humanas, lo que ha facilitado y
mejorado el desarrollo ex vivo de técnicas de expansiéon de células madre para su uso
como fuente de células para diversas enfermedades.”812-17 Sin embargo, esta
tecnologia no ha alcanzado el nivel de desarrollo necesario para que los progenitores y
las células madre expandidos in vitro puedan ser usados en la terapia celular de
remplazo.

Por otro lado, los estudios in vitro que se informan refieren el uso de diferentes medios
de cultivo y diferentes sueros en diversas proporciones,:>910.14-16 de ahj el interés en
estudiar cuél de las concentraciones de suero fetal bovino descritas en la literatura,
resulta la 6ptima para obtener un crecimiento celular adecuado para propoésitos
experimentales y futura aplicacién clinica.



METODOS

Cultivo y expansion de células madre estromales de la médula 6sea

Las ratas (Sprague Dawley) se anestesiaron y se sacrificaron cumpliendo las normas
éticas para el trabajo con animales de laboratorio. Se extrajeron ambos fémures, se
lavaron con solucion tampoén de fosfato salino y se cortaron las epifisis. Las células de
la médula 6sea se perfundieron con una jeringuilla con medio de cultivo a-MEM. El
contenido extraido de la médula 6sea se centrifugd a 1 000 rpm durante 5 min. Se
resuspendio el pellety las células aisladas se inocularon en una placa de 6 pozos con a-
MEM suplementado con 10 y 20 % de suero fetal bovino (SFB), 2 mM L-glutamina, 100
U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina. Después de 24 h de cultivo, las células no
adherentes se eliminaron mediante un cambio de medio. Los cambios de medio se
realizaron cada 2-3 dias hasta cubrir totalmente la superficie del frasco de cultivo a lo
que se le denomina confluencia del cultivo. Para subcultivar las células, la monocapa
confluente se incub6 a 37 °C con tripsina 0,25 % y 1 mM EDTA (0,02 %), se
desprendieron las células y se efectud su resiembra. Se realizaron 5 experimentos
independientes donde se inocularon 3 pozos por cada variante: 10 y 20 % de suero
fetal bovino, respectivamente, a razén de 13 x 108 células/pozo en el cultivo primario.
Se realizaron hasta 3 subcultivos (pase) en cada experimento y se denominaron P1, P2
y P3. En cada subcultivo las células se sembraron a razén de 10° células/pozo.

Determinacion de viabilidad y concentracion celular

Se determiné por conteo en camara de Neubauer, usando azul de tripan al 0,4 %
como colorante vital. La viabilidad se expresé como porcentaje de células vivas con
respecto al total (vivas + muertas), y la concentraciéon de las células se expreso6 en
células/mL.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media = desviacion estandar. Las comparaciones
entre los grupos se realizaron mediante la t de Student. Para el analisis de los
resultados se utilizé un programa Statistica version 4.0 para Windows (1993).

RESULTADOS

Las células estromales de rata cultivadas en las condiciones descritas mostraron una
morfologia fibroblastica aplanada tipica (Fig. 1) descrita por otros autores.1%19 La
viabilidad celular de los cultivos primarios y los subcultivos se mantuvo en el 98 % en
los experimentos realizados en ambas variantes de suero.



Fig. 1. Microfotografia de las células estromales en cultivo
confluente donde se observa la morfologia fibroblastica
aplanada.

Los cultivos primarios demoraron un tiempo promedio de 17,4 dias en alcanzar la
confluencia en ambas variantes, mientras que los subcultivos mostraron valores
inferiores 7,7 dias. Las concentraciones de suero fetal al 20 % no favorecieron un
aumento de la velocidad de multiplicacion de las células, por lo que no se observé un
efecto directo de la concentracién de suero empleado y la velocidad de crecimiento de
las células capaz de maodificar el tiempo que demoroé el cultivo en alcanzar la
confluencia.

No se encontraron diferencias significativas (t = -1,319; p = 0,223) al comparar las
concentraciones de células obtenidas en los cultivos con las variantes de suero fetal
investigadas, aunque se observé un aumento del numero de células cuando se empled
suero fetal al 20 % (Fig. 2).
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Fig. 2. Efecto de la concentracidn de suero fetal bovino
sobre el numero de células estromales en cultivo. Las
comparaciones entre las 2 variantes de suero
evidenciaron diferencias no  significativas, aungue la
tendencia fue a obtener un mayor numero de celulas
estromales en los cultivos primarios vy subcultivos cuando
se empled la concentracidn de suero fetal al 20 %.

DISCUSION

La viabilidad celular es un parametro que no se modificd ni en los cultivos primarios ni
en los subcultivos realizados en ambas variantes de suero empleadas, aspecto muy
favorable en la consideracion de estas células para futuros estudios clinicos.

Los resultados demuestran que en las concentraciones de suero empleadas no se
observé una influencia directa sobre la disminuciéon del tiempo en que la monocapa
alcanzaba la confluencia. En ambas concentraciones se alcanzé a un tiempo similar de
forma general; sin embargo, el tiempo en alcanzar la confluencia en los pases fue
menor que el tiempo que se observé en el cultivo primario. Esto pudiera deberse a la
composicidn celular heterogénea de los aspirados de médula ésea reportado por otros
autores,'° donde la concentracion de células estromales es mas baja, mientras que en
los subcultivos esta poblacién se va incrementando y purificando y alcanza la
confluencia en menor tiempo, independiente de la concentracién del suero.



En relacion con la influencia de la concentracion de suero sobre las células en cultivo
(Fig. 2), podemos sefalar que en la serie de experimentos donde se empleé el 10 %
de suero fetal, se observan valores de concentracion de células inferiores, tanto para
los cultivos primarios como para los pases, si lo comparamos con la serie donde se
empled suero fetal al 20 %. A pesar de que estos resultados no mostraron diferencias
significativas, se observo una tendencia a la obtencidon de un mayor niamero de células
estromales cuando se empledé la mayor concentracidon de suero fetal.

La viabilidad celular en los cultivos primarios y los subcultivos no se modificé en las
variantes de suero estudiadas y se mantuvo por encima del 98 %. La velocidad de
multiplicaciéon de las células no estuvo influenciada por la concentraciéon de suero fetal
al 20 %, aunque se observé una tendencia a la obtencidén de un mayor nimero de
células estromales cuando se emple6 este udltimo.

Estos estudios de expansion de células estromales de médula 6sea de rata sirven de
base para futuros estudios de expansion de las células estromales derivadas de médula
6sea humana, lo que reviste una importancia relevante si se tiene en cuenta la
aplicacion clinica de células madre cultivadas y la consecuente creacion de bancos de
células estromales crioconservadas.

El sistema de expansion in vitro aqui descrito se puede aplicar para la expansiéon de las
células estromales humanas, lo que sienta mejores bases para la aplicacion clinica en
el tratamiento de diversas enfermedades.
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