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TEJIDO ADIPOSO PARA TERAPIA CELULAR

La terapia celular ha sido presentada en los tltimos anos como una via prometedora para
tratar varias enfermedades. En este contexto, las células madre parecen ser la poblacion ideal,
debido a su capacidad de autorenovacion y diferenciacion a multiples tipos celulares. La grasa,
es uno de los tejidos mas abundantes del ser humano, contiene una cantidad significativas de
células madre y es facilmente accesible mediante lipoaspirado. Tradicionalmente, las células
madre derivadas de tejido adiposo (hASC) proliferan y se diferencian mediante técnicas de
cultivo adherente, por lo que el escalamiento se basa en aumentar la superficie de crecimiento
o el nimero de placas de cultivo. Sin embargo, estos métodos son laboriosos, costosos y
susceptibles a la contaminacion. Por otro lado, el cultivo en 3 dimensiones ofrece una opcion
facilmente escalable, con la que se puede generar grandes cantidades de células en poco
tiempo, pero aun no existe un protocolo establecido para llevar estas células a suspension.

El objetivo general es encontrar una metodologia para adaptar las células hASC al cre-
cimiento en suspension y asi disenar una estrategia de escalamiento para el cultivo, mante-
niendo el potencial de diferenciaciéon y las caracteristicas fenotipicas de las células madre.
Para estos, las células se caracterizaron en cuanto a su crecimiento y estado metabélico, para
luego testear 5 medios de cultivo, variando el medio basal, la concentracion de glucosa y la
disponibilidad antioxidantes. El medio de cultivo con mejor desempeno, se utilizé para llevar
las células a suspension. Adicionalmente, se probaron alternativas zeno-free al suero fetal
bovino, medios libre de calcio y tolerancia a surfactantes. Para el cultivo 3D, se evalud el
potencial de crecimiento en esferoides y en dos tipos de microcarrier comerciales, SoloHill y
Cytodex 3. El cultivo resultante fue evaluado para verificar las caracteristicas fenotipicas y
la capacidad de diferenciacion.

Los mejores pardmetros en cultivo adherente fueron logrados con el medio a-MEM con
antioxidantes; se alcanz6 una concentracion méaxima 0,38 - 10° [cel/ml|, un tiempo de dupli-
cacion de 23 horas y un AL/AG = 1,21. Al llevar las células a suspension, estas no fueron
capaces de proliferar en esferoides, pero si en microcarriers lo que indica que son dependientes
de anclaje. El cultivo en Cytodex 3 logr6 una biomasa total de 0,37 - 10° [cel/ml], un 50 %
més que el cultivo en SoloHill. Sin embargo, en ambos casos los pardmetros de crecimiento
no se mantuvieron respecto al cultivo adherente. Las células cosechadas, conservaron sus pro-
piedades adherentes, los marcadores fenotipicos y su capacidad de diferenciacion. El lisado
de plaquetas humano demostr6 ser una alternativa zeno-free al suero bovino fetal, pero se
debe estudiar su comportamiento en el cultivos en suspension.

Este estudio permiti6 establecer un medio de cultivo adecuado para la proliferacion de las
células hASC, mejorando significativamente los pardmetros de cultivo. Ademas, se adapté su
crecimiento a suspensiéon mediante el uso de microcarriers, de manera que se tiene un sistema
escalable y que podria proporcionar suficientes células para terapia celular.



ii



A mi mamd y Abner, por siempre creer en mi

il



Tabla de Contenido

T I onl
[1.1. Adipose-derived stem cells| . . . . . .. ... ...

[2. Objetivos y limitaciones|
[2.1. Objetivo general| . . . . . .. ... .. ... ...
[2.2. Objetivos especificos| . . . . . . . . ... ... ..
2.3, Timitacionmes . . . . . . ... ... L.

B M 5Fca)
[3.1. Expansion| . . . . . ...
I;i|1|1| g:!ll!i&!z g:ll g::itg:l!ziglg:{il ------------

[3.1.2. Métodos para la generacion de esteroides| .

3.1.3. Cultivo en microcarrier . . . . . . . .. ..

[3.2. Composicion del cultivol . . . . . ... ... ...

I;szxll I&If:!il!lﬁ Slf: S:!llli &Q:il -------------

[4.3. Cultivo celular adherente vy banco de célulag . . .
[4.4. Cultivo en suspension|. . . . . . . ... ... ...

4.4.1. Cultivo en esferoidesl . . . . . . . . .. ..

[4.5.2.  Curva de crecimiento en suspension. . . .
4.5.3. Tasas Especificas de Consumo/Produccion|

v

DO =

I

co 3o S

10
11
11
12
12
14



[4.5.5. Citometria de flujo] . . . . . . . . .. ... L
[4.6. Diseno experimentall . . . . . . ...
4.6.1. Cultivo adherentel . . . . . . . . . ...
[4.6.2. Cultivo en suspension|. . . . . . . . . . . ...

[5. Resultados y discusion|

Islilll E:!lltl&gl ilglllg:lg:lllg:l ---------------------------------
Islilllll I!Ig:!il‘gz glg: s:!lll l. !gz t!zi:i;!ll --------------------------
[>.1.2. Suplementos| . . . . . . ...
[5.2. Cultivo en suspension|. . . . . . . . . ..o
H.2.1. Medio libre de calciol . . . . . .. .. oo
(.22, Swrfactanted . . . . . . ...
Islil2l;il E:!ll! l‘ &gl g:ll g::itg:lg!iglg::il ---------------------------
Isli.2| 1. g:lll!i&!z s:ll lllig:lsz!:z!llis:ll ..........................
[5.3. Propuesta de escalamiento| . . . . . . . ... ...
I Q ] v 2 |
B1b
[Anexos]
[[1.  Composicion medios de cultivo|. . . . . . . . . ... ... ...
[2.  Citometria de flujo| . . . . . . . . . . ..

19
19
20
20
21

22
22
22
28
30
30
31
32
33
38

40

41



Indice de Tablas

vi

3.1. Caracteristica de microcarriers comerciales [28:30] . . . . . .. ... ... .. 10
3.2. Concentracion de glucosa medios de cultivos (Gibco)| . . . . . ... ... .. 12
[4.1. Ensayo de diferenciacion a linajes adipogénico, condrogénico y osteogénico| 20
[5.1. Parametro de cultivos para distintos medios basales| . . . . . . . . .. . ... 22
[5.2. Expresion de marcadores de superficie en células hASC expandidas en cultivo |
adherente con a-MEM AntiOXl . . . . .. . . .. ... 28

[>.3. Parametros de cultivo para cultivoen KBSy hPL{ . . . . ... ... ... .. 28
[5.4. Concentracion final de células para cultivo de hASC para distintas concentra- |
[ ciones de surfactantes . . . . . . . ... L L 31
[5.5. Parametros de cultivo para crecimiento en microcarriers{. . . . . . . . . . .. 34
[5.6. Expresion de marcadores de superficie en células hASC expandidas en micro- |
carriersl . . . ... e 38

7. Composicion medios de cultivo DMEM, DMEM/F12 y a - MEM (Gibco)| . . 48
7. Composicion medios de cultivo DMEM, DMEM/F12 y a - MEM (Gibco) . . 49



Indice de Ilustraciones

[3.1. Escalamiento cultivo adherente (adaptacion) [20]. . . . . ... ... ... .. 6
[3.2. Esquema de formacion de esferoide multicelular (adaptacion) |22 . . . . . . 7
[3.3. Estructura de esferoide multicelular (adaptacion) {22 . . . . . . . . ... .. 7
[3.4. Métodos para la generacién de esferoides (adaptacion) [25] . . . . .. .. .. 8
[3.5. Ruta metabdlica de la glucosa en células mesenquimales obtenidas desde tejido |
| adiposo (adaptacion) [45. . . . . . ..o o 13
[5.1. Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en DMEM /F12
| baja glucosa. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y pro-
[ duccion de lactatol. . . . . ..o 23
[5.2. Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en DMEM /F12 alta
| glucosa. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion
[ de lactatol . . . . . .. 24
[5.3. Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en DMEM baja |
| glucosa. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion |
[ de lactatol . . . . . .. 24
[>.4. Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en a-MEM baja
| glucosa. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion
[ de lactatol . . . . . .. 26
[5.5. Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en DMEM bajo [
| glucosa con antioxidantes. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de |
[ glucosa y produccion de lactato] . . . . . . .. ... 27
[5.6. Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en 10 % suero bo- |
vino fetal (FBS) y 5% lisado de plaquetas humano (hPL) a) Densidad celular
y viabilidad 10 % FBS. b) Consumo de glucosa y produccion de lactato 10 %
FBS.c) Densidad celular y viabilidad 5 % hPL. d) Consumo de glucosa y pro-
duccion de lactato 5% hPL | . . . . . . . . . ... 29
[5.7. Curva de crecimiento para cultivo en a-MEM quelado con 2 mM de EGTA a) |
| Cultivo en placa adherente b) Cultivo en placas no adherentes| . . . . . . .. 30
[5.8. Comparacion de la evolucion del cultivo en a-MEM vy quelado con 2 mM de |
| EG'TA en placas adherente y no adherentes|. . . . . . . . ... ... .. ... 31
[5.9. Seguimiento del avance del cultivo en esferoides a) 24 horas b) 72 horas c¢) 120 |
[ horasl . . . . . .. 32
[5.10. Curva de crecimiento para cultivo en esferoides| . . . . . . .. .. ... ... 33

vil



[5.11. Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo en suspensiéon en SoloHill

microcarrier. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y pro-

[ duccién de Jactatal. . . . . . ... 34
[5.12. Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo en suspension en Cytodex |

3 microcarrier. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y |
produccion de lactato| . . . . .. ..o 35

[5.13. Seguimiento del avance del cultivo en SoloHill y Cytodex 3 microcarriers| . . 36
[>.14. Recuperacion celular para tratemiento con colagenasa tipo I v TrypLE| 37
[5.15. Ensayo de diferenciacion a) Adipogénico, b) Condrogénico, ¢) Osteogénico, d) |
-f) Controles| . . . . . . .. 37

[16. Histograma de citometria de tlujo para cultivo en microcarrier Cytodex 3[ . . 50
[17.  Histograma de citometria de flujo para cultivo adherente en o-MEM AntiOX| 51

viil



Capitulo 1

Introduccion

Durante la ultima década, la terapia celular se ha planteado como una alternativa con
gran potencial terapéutico para regenerar o reparar tejidos danados, ya que diferencia de los
tratamientos convencionales, utiliza células como principio activo, las cuales pueden migrar,
proliferar, diferenciarse y responder a su entorno. La terapia celular implica el trasplante
de células vivas, las cuales pueden provenir del mismo paciente (autélogo) o de un donante
compatible, con o sin parentesco con el paciente (alogénico) [1]. Actualmente existe un am-
plio campo de investigacién en torno a trastornos no tratables con productos farmacéuticos
disponibles y enfermedades que actualmente son cronicos o incurables, de modo que a la
fecha la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) ha aprobado 16 productos de
uso clinico [2].

En este contexto, se ha estudiado la actividad terapéutica de distintas variedades de célu-
las, dentro de las cuales las células madre representan uno de los tipos més interesante. Estas
células se encuentran presentes en los seres humanos durante toda su vida y funcionan como
una reserva natural, que da origen a las poblaciones de células especializadas que son incapa-
ces de realizar copias de si mismas mediante division celular. Se encuentran indiferenciadas y
presentan una serie de propiedades esenciales en la regeneracion de tejidos y 6rganos,tales co-
mo, la capacidad de autorenovarse, migrar hacia los tejidos danados, diferenciarse a distintos
linajes celulares y modular la respuesta inmune |3, |4].

Por supuesto, existen distinto tipos de células madre y dependiendo de su procedencia se
pueden clasificar en 3 categorias [3, [5, |6]:

e Células madres embrionarias (hESC). Derivan de las primeras etapas del desarro-
llo embrionario y pueden generar cualquier tipo de célula, tejido u 6rgano del cuerpo,
por lo que se les considera totipontenciales. Su uso esta limitado por las consideracio-
nes éticas, ya que la obtencion de este tipo células requiere la destruccion de embriones
humanos.

e Células madre pluripotentes inducidas (iPSC). Son células somaticas reprogra-
madas por medio de ingenieria genética, para imitar la expresion de genes y factores
propios de las células madre embrionarias. Fuera de su nicho nativo, existe el riesgo
de proliferacion y diferenciacion descontrolados, motivo por el cual su uso en medicina



regenerativa aun se encuentra restringido.

e Células madre mesenquimales (MSC). Son poblaciones de células que se encuentra
en el cordéon umbilical y en multiples tejidos adultos, como la médula osea y la grasa.
A diferencia de los dos tipos anteriores, son capaces de producir un rango limitado de
linajes de células de acuerdo a su localizacion, por lo que se les considera multipotentes.
Se ha demostrado que pueden diferenciarse in vitro o in vivo a células especializadas que
se encuentran en el tejido esquelético, como grasa (adipocitos), cartilago (condrocitos),
hueso (osteocito) y otros tipos celulares.

En los dltimos anos, se han reportados miltiples métodos de aislamiento, proliferacion y
caracterizacion de las células mesenquimales, las cuales ademés pueden presentar diferencias
entre si, dependiendo del tejido de procedencia. Por esta razon, la Sociedad Internacional
de Terapia Celular (ISCT) en el ano 2006 estableci6 criterios minimos para definir a las
células mesenquimales humanas, tanto para investigaciones cientificas, como para estudios
pre-clinicos. Primero, deben ser adherentes bajo condiciones estandar de cultivo celular. Se-
gundo, un 95 % de la poblaciéon debe expresar los marcadores de superficie CD105, CD73
y CD90, y menos de un 5% debe presentar ausencia de marcadores CD45, CD34, CD14
o CD11b, CD19 y HLA-DR. Finalmente, deben ser capaces de diferenciarse en los linajes
adipogénico, condrogénico y osteogénico, en ensayo in vitro |7|.

1.1. Adipose-derived stem cells

Durante muchos anos las células mesenquimales derivadas de médula osea, fueron la prin-
cipal fuente de células madre en medicina regenerativa. Sin embargo, para su obtencién se
requiere de un procedimiento de aspirado altamente invasivo, el cual presenta un bajo ren-
dimiento en la recuperaciéon, junto con una disminucién en el potencial de proliferacion y
diferenciacion como consecuencia de la senescencia |8}, 9].

El tejido adiposo es uno de los mas abundantes en el ser humano; constituye aproxima-
dament el 20 % del peso corporal y se encuentra ampliamente distribuido por distintas zonas
del organismo [10]. Las células mesenquimales obtenidas desde la grasa se denominan ASC
o adipose-derived stem cells y representan 0,5 %5 % del total tejido |11}, |12]. Comtinmente
residen en la fraccion vascular estromal de tejido adiposo, adheridas en las paredes de los
vasos sanguineos donde reciben senales para diferenciarse en adipocitos maduros [13].

La liposuccion es de las cirugias mas realizadas en el mundo y a pesar de que su objetivo
original es meramente estético, hoy en dia puede establecerse como la manera ideal de obtener
hASC, ya que es barato, poco invasivo y entrega un mayor rendimiento que el aspirado de
médula 6sea |12} |14]. En una intervencion se pueden obtener hasta 200 gramo de tejido y
en 1 gramo de tejido adiposo puede contener entre 5 - 103 a 2 - 10° , aproximadamente 500
veces mas que 1 gramo de médula 6sea [15]. Estas diferencias pueden ser causadas por las
caracteristicas de los donantes; tales como género, edad, IMC, historial médico y también el
tipo de tejido adiposo, su localizacion y el método de recoleccion de tejidos [14].



Si bien las terapias en base a células madre atin se encuentran en desarrollo, se han
logrado ensayos clinicos exitosos, por ejemplo en el trasplante de células en pacientes con
isquemia miocardica, en el tratamiento de lesiones en la médula espinal o la regeneracion
células pancreaticas para tratar la diabetes insulinodependiente. En estos casos, se necesitan
1 —10-10? células por dosis para lograr un efecto terapéutico relevante [16]. Sin embargo, en
promedio se pueden aislar 1-107 células mesenquimales desde 300 mL de lipoaspirado |17],
por lo que alcanzar dicha cantidad de células es uno de los principales desafios.



Capitulo 2

Objetivos y limitaciones

2.1. Objetivo general

Este trabajo tiene como objetivo estudiar distintas metodologias para adaptar el creci-
miento de células madre mesenquimales extraidas de tejido adiposo, a cultivo en suspension.
De este modo, se busca la optimizar de las condiciones de cultivo, para asi disenar sistema
escalable, manteniendo las caracteristicas fenotipicas y la capacidad de diferenciacion de las
células.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar el crecimiento y metabolismo de las células hASC en condiciones de cultivo
adherente.

e Evaluar alternativas de medios de cultivo, suplementos y tolerancia a surfactantes.

e Determinar potencial de crecimiento de las células en esferoides y microcarrier para
optimizar la producciéon de biomasa.

e Estudiar el crecimiento y metabolismo de las células hASC en cultivo en suspension.

e Verificar que las células mantienen la capacidad de diferenciacion y que expresan los
marcadores fenotipicos clasicos para hASC.

2.3. Limitaciones

Si bien este trabajo busca proliferar células mesenquimales para ser utilizadas en terapia
celular, no se evaluara el potencial terapéutico, ni se realizaran ensayos clinicos. Unicamente
se verificara que las células cumplan con los criterios minimos establecidos por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular. Asi mismo, solo se utilizaran células obtenidas desde tejido
adiposo y no se comparan con células mesenquimales obtenidas desde otro tipo de tejidos.
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Se hara una generalizacion de la poblacion de células mesenquimales obtenidas de tejido
adiposo, basandose en que todos los donantes poseen antecedentes médicos similares. Dicho
esto, no se evaluara la replicabilidad de los resultados para las muestras de distintos pacientes.

El metabolismo de las células sera caracterizado en base a la medicion de lactato y glu-
cosa extracelular. No se cuantificard ningin otro metabolito y no se estudiaran los flujos
intracelulares, por lo que no se propondra ningtin modelo para analisis de flujo metabdlico.



Capitulo 3

Marco teobdrico

3.1. Expansiéon

Tradicionalmente las stem cells son mantenidas y expandidas por medio de cultivo 2D
en placas adherentes. El escalamiento se reduce al aumento de la superficie de trabajo o del
ntmero de placas, tal como se muestra en la Figura|3.1| Este procedimiento no es apropiado a
nivel clinico, ya que se vuelve laborioso, costoso y altamente susceptible a la contaminacion,
producto del gran namero de unidades que se deben manipular [18|. Por otra parte, los
cultivos adherentes de MSC pueden alterar sus propiedades fenotipicas y terapéuticas, ya
que el entorno del cultivos es diferentes a las condiciones fisiologicas a las que se encuentra
sometido naturalmente [19].

—_— — —_

stem cells T-75 flask T-225 flask CellSTACK (2 capas) CellSTACK (10 capas)

Figura 3.1: Escalamiento cultivo adherente (adaptacion) [20]

Los cultivos en 3 dimensiones son ampliamente utilizados para obtener de forma eficiente
grandes cantidades de biomasa. Este tipo de sistemas permite crear ambientes homogéneos,
ya que controla la formacion de agregados celulares, distribuye de forma equitativa los com-
ponentes del medio y mejora la transferencia de gases y nutrientes dentro de las células,
favoreciendo el desarrollo del cultivo |19, [21]. No obstante, a pesar de que existe una am-
plia gama de bioreactores, atin no existe un procedimiento estandarizado para el cultivo en
suspension de este tipo de células.



3.1.1. Cultivo en esferoides

Algunos tipos celulares crecen naturalmente en suspension, sin embargo, en la mayoria
de los casos las células deben ser adaptadas para sobrevivir bajo estas condiciones. Uno de
los métodos més simple, es a través de la formacion de agregados celular o esferoides. Esta
estructura multicelular, se generan por la interaccion espontanea de la matriz extra celular
(ECM) de las células, dando paso a una estructura compacta, tal como se muestra en la

Figura .

Figura 3.2: Esquema de formacion de esferoide multicelular (adaptacion) [22]

Debido a su estructura, las células que componen el esferoides se encuentran expuestas
heterogeneamente a la transferencia de nutrientes, oxigeno y desechos, lo que ademés se en-
cuentra directamente con el tamano del agregado. En la Figura [3.3|se muestran las tres capas
bésicas de un esferoide; la capa exterior con células metabolicamente activas; la capa interme-
dia compuesta por células en estado estacionario (reposo) con menor tasa metabolica, junto
a una baja exposicion a nutrientes y finalmente la capa interna o ntcleo, que presenta célu-
las necroticas producto de la insuficiencia de nutrientes y la acumulacion de desechos. Aqui
radica la importancia de formar agregados pequenos y uniformes, de manera de mantener al
optimo la funciéon biologica de las células 24).

Zona de
proliferacién

Nucleo necrético

Zona de reposo

Figura 3.3: Estructura de esferoide multicelular (adaptacion) [22]



3.1.2. Meétodos para la generacion de esferoides

Actualmente existe una amplia gama de técnicas para la formacion de agregados multice-
lulares, los cuales se basan en el uso de espacios cerrados o fuerzas mecéanicas, para aumentar
la interacciéon entre células (Figura . El criterio general para escoger un método u otro
dependera de la eficiencia de produccién, la homogeneidad de los esferoides y los posibles

cambios o danos en la fisiologia de la célula , .

M oo° eo°  oo° 1|
&8 ¥ Teee

Cubierta no adherente

(a) Pellet culture (b) Overlay liquid (c¢) Hanging drop

D) (@
° .
o
°
°D°O go @
| ' ®
(d) Spinner flask (e) Rotary vessel (f) Agregacién magnética/e-

léctrica

Figura 3.4: Métodos para la generacion de esferoides (adaptacion) [25]

Pellet culture: FEste método se basa en el uso de fuerza centrifuga para maximizar el
contacto entre células, generando de manera facil y rapida agregados de gran tamano. Esta
es una de sus principales desventajas, ya que los esfuerzos de corte pueden danar las células.
Por otra parte, esta técnica no es escalable y los esferoides generados no pueden ser utilizados
con fines terapéuticos, ya que poseen niicleos necréticos debido a la gran cantidad de células.

Placas no adherentes (liquid overlay): En esta técnica se impide la adherencia de las
células a las placas de cultivo, ya sea recubriendo su superficie con algtin polimero hidrofébico
(agarosa o pHEMA) o utilizando placas de no adherentes. En algunos casos, después del
sembrado se aplican vibraciones de baja magnitud para promover la agregacion celular. Si
bien este método es simple, se obtienen esferoides diversos en tamano y forma. Esto puede
ser controlado utilizando placas de 96 pocillos, pero se ve comprometido el escalamiento.



Hanging drop: El método de hanging drop forma esferoides a través de la agregacion
espontanea por accion de la gravedad. En una tapa se depositan gotas entre 15 - 30 ul,
con una densidad celular definida (300 a 3000 células). Al voltear la tapa, las gotas son
retenidas por efecto de la tension superficial, concentrando las células en el fondo y formando
el agregado. Es particularmente 1til en estudios farmacologicos y tumorales, debido a que se
pueden generar esferoides de tamafio y composicién definida. No obstante, este procedimiento
es bastante laborioso, lo que dificulta su producciéon masiva.

Spinner flask: Un spinner es un tipo de bioreactor en el que el cultivo es constantemente
mezclado por un agitador magnético. Esto, promueve la interaccion entre las células y la
transferencia de masa, por lo que es ideal para cultivos prolongados y para la produccion
de una gran cantidad de esferoides (escalabilidad). En general este tipo de enfoque no es
recomendable para células de baja adhesion, ya que los esfuerzos de corte pueden danar las
células. Si bien no se obtiene una distribucion uniforme en el tamano de los esferoides, esto
se puede regular controlando la velocidad de agitacion.

Rotary vessel: Rotating vessels es un sistema de cultivo similiar al spinner flask, pero en
vez de agitar, el recipiente rota sobre si mismo para mantener las células en suspension. De
esta forma, se crea un microambiente adecuado, sin esfuerzos de corte, idéneo para cultivos
de larga duracion.

Agregacion magnética/elétrica: Esta técnica induce la formacion de esferoides a través
de campos eléctricos, magnéticos o ultrasonido. En general, la agregacion es inespecifica, de
manera que se obtiene un bajo rendimiento y control sobre el tamano y la forma de los
agregados. Es tipo de estimulo genera estrés en las células, danando su fisiologia, pero hasta
el momento no sus efectos no han sido concluyentes.

3.1.3. Cultivo en microcarrier

Los microcarriers son esferas pequenas, de didmetro variable entre 100 - 300 um, las cuales
proveen una superficie adherente para las células dependientes de anclaje en los cultivos en
agitados [26]. Los microcarriers logran combinar los cultivos en monocapa con los beneficios
del cultivo en suspension, pues aumenta la relacion area/superficie del cultivo y la exposi-
cién a un ambiente homogéneo. Asi mismo, al ser un cultivo de 3 dimensiones optimiza la
proliferacion celular y el proceso de escalamiento, reduciendo el riesgo de contaminacion y
los costos de operacion [27].

En el mercado existe una amplia gama de microcarriers disponibles para el cultivo de
distintos tipos de células. En términos generales, estos se pueden clasificar en 3 categorias:
microporosos, macroporosos y no porosos, cuya matriz de soporte puede estar hecha de poli-
estireno, vidrio, dextrano, celulosa o gelatina. Comunmente la superficie de los microcarriers
debe modificarse quimicamente para mejorar la eficiencia de adhesion de las células. Para
esto, se usan materiales i6nicos, como DEAE o cationes de amonio cuaternario, y materiales



no iénicos como proteinas de la matriz extracelular |27]. En la Tabla se describen las
caracteristicas de microcarriers utilizados para propagar todo tipo de células mesenquimales
humanas.

Tabla 3.1: Caracteristica de microcarriers comerciales [28430]

Microcarrier Proveedor Didmetro Matriz Densidad Cubierta Carga Porosidad Supe; ficie
[pm] [cm? /g]
SoloHill Collagen SoloHill Eng. 125 - 212 Poliestireno 1,02 Colageno No No poroso 360
Cultispher G Percell - Biolytica 130 - 380 Gelatina 1,04 - No Macroporo 7500
Cytodex 1 GE Healthcare 147 - 248 Dextrano 1,03 DEAE + Microporo 4400
Cytodex 3 GE Healthcare 141 - 211 Dextrano 1,04 Colageno No Microporo 2700
Cytopore 2 GE Healthcare 200 - 280 Celulosa 1,03 DEAE + Microporo 1100
DE53 Whatman 70 - 190 Celulosa 1,1 DEAE + Microporo 6800
gEl{iEanQd attachment Corning 125 - 212 Poliestireno 1,02 Vidrio No No poroso 360
FACT III SoloHill Eng. 125 - 212 Poliestireno 1,02 Colageno + No poroso 360
Hillex SoloHill Eng. 160 - 180 Dextrano 1,11 Cation de amiomo + No poroso 515
cuaternario
Plastic SoloHill Eng. 125 - 212 Poliestireno 1,02 - No No poroso 480
Plastic Plus SoloHill Eng. 125 - 212 Poliestireno 1,02 - + No poroso 480
ProNectin F SoloHill Eng. 125212 Poliestieno 1,02 Fibronectina No  No poroso 480
recombinante

Synthemax IT Corning 125 - 212 Poliestireno 1,02 Synthemax IT No No poroso 360

El criterio de eleccion del microcarrier, dependera principalmente del es el uso que se le
daran a las células. En término generales deben ser no toxicos, biocompatibles y facilitar la
adhesion, proliferacion y cosecha de las células. En el caso de medicina regenerativa, ade-
mas de las caracteristicas mencionadas, se deben mantener las propiedades de las células
mesenquimales [27], 31|, sin embargo muchas de las opciones que disponibles pueden alterar
el potencial de diferenciacion de las MSC [30, 32).

3.2. Composicién del cultivo

Para la adaptacion exitosa de las células a un cultivo en suspension, existen una serie
de elementos clave, los cuales deben ser evaluados. Estos incluyen variables fisicas como la
agitacion y la presion parcial de oxigeno, y bioquimicas, incluyendo la composicion del medio
de cultivo y el uso de surfactantes.

3.2.1. Medios de cultivos

El medio de cultivo es uno de los componentes esenciales para el crecimiento y la prolifera-
cion, pues contiene todos los nutrientes, factores de crecimiento y hormonas necesarias para
recrear el microambiente del cultivo. Si bien, la mayor parte de las células comparten reque-
rimientos nutricionales comunes, se pueden disenar medios especiales que optimicen algunos
de los pardmetros del cultivo, como por ejemplo, la producciéon de biomasa.

El medio basal es una formulacion quimica definida desarrollada para satisfacer los requeri-
mientos nutricionales minimos de un tipo celular. En la Anexo[.I]se muestra la composicion de
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3 medios comerciales. Dentro de ellos, Dulbecco Eagle’s Minimal Essential Medium (DMEM)
es una de las formulaciones mas utilizadas, contiene doble concentraciéon de aminoécidos y
cuatro veces la cantidad de vitaminas que los medios de cultivo minimos, asi como nitrato
férrico, piruvato de sodio y algunos aminoacidos suplementarios, por lo que permite cultivar
una amplia gama de células, incluyendo las hASC |33 |34].

Ham’s F12 es una mezcla de nutrientes utilizada para el crecimiento de células mamiferas
en ausencia de suero. Contiene una alta concentracion de aminoacidos, vitaminas y elemen-
tos traza, ademéas de acido linoleico. Cominmente se mezcla en relaciéon 1:1 con DMEM,
obteniendo DMEM /F12; el cual es un medio extremadamente rico y complejo, por lo que se
utiliza en el crecimiento de una amplia gama de células y en el estudio sus caracteristicas
biologicas [34].

Alpha MEM (a-MEM) es una modificacion del Minimum Essential Medium (MEM), la
cual contiene aminoacidos no escenciales, piruvato de sodio, acido lipoico, vitamina B12, bio-
tina, acido ascorbico y nucleosidos. Este medio suele utilizarse en células con requerimientos
nutricionales especiales, por lo que entre sus principales aplicaciones esta la maduracion de
embriones humanos en fibroblastos y cultivos primarios [35].

3.2.2. Calcio

El calcio participa en un sinntimero de funciones celulares, donde la adhesion es una de las
mas relevantes. Muchas de las proteinas presentes en la matriz extracelular son dependientes
de Ca™?, por lo tanto, si se mantiene una baja concentracion en el medio, se puede reducir
la agregacion en cultivo en suspension. Sin embargo, determinar el valor 6ptimo es complejo,
pues al eliminar totalmente su presencia en el medio, se puede afectar la morfologia y los
procesos de sefializacion [36].

Normalmente la concentracion extracelular fisiologica de Cat? varfa entre 1 - 3 mM, por
lo que muchos de los medios clasicos contienen 1,8 mM. Preferiblemente la concentracion en
el cultivo debe ser cercana a los 50 M y los medios "libres de calcio", pueden contener hasta
100 pM, |37]. Sin embargo, también es posible agregar agentes quelantes, los cuales secuestran
los iones de calcio presentes en el medio de cultivo. E1 EDTA, es uno de los compuestos mas
utilizados y se caracteriza por quelar todo tipo de iones bivalentes (Mg*2, Mn™2, Zn'2 and
Ca™?), lo cual podria causar un desbalance i6nco en el cultivo. En este sentido, en este tipo
de aplicaciones, es mucho méas conveniente utilizar EGTA, ya que es selectivo para iones de

Ca*? [38).

3.2.3. Glucosa

La glucosa es la principal fuente de carbono en el medio de cultivo. Su concentracién,
variar entre 1 g/L (5,5 mM) y 5 g/L (27,5 mM). La formulacién original de DMEM y (a-
MEM) contienen 5,5 mM de glucosa, lo cual es aproximadamente la concentracion de azucar
en la sangre en condiciones fisiologicas, pero existen variantes que pueden contener hasta 25
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mM (Tabla [3.2)).

Tabla 3.2: Concentracion de glucosa medios de cultivos (Gibco)

Medio Concentracion glucosa
a MEM 5,5 mM
DMEM baja 5,5 mM

DMEM/F12 baja glucosa 7,5 mM
DMEM/F12 alta glucosa 17,5 mM
DMEM alta glucosa 25 mM

La concentracion 6ptima dependera principalmente del tipo de célula y de su aplicacion.
Los medios de alta glucosa son recomendables para cultivos de rapido crecimiento y alta
densidad, debido a la alta disponibilidad de nutrientes [33|. Esté reportado que las condiciones
de hiperglicemia generan un envejecimiento prematuro en las células madre, reduciendo la
proliferacion [39]. Por lo tanto, es necesario determinar la concentracion de aztcar en el medio
que permita un crecimiento 6ptimo.

3.2.4. Swuero

El suero es una mezcla compleja que se obtiene de la coagulacién y remocion de las
células sanguineas. Contiene una serie de elementos esenciales para el crecimiento celular como
aminoacidos, factores de crecimiento, vitaminas, metabolitos, hormonas, lipidos, y minerales,
por lo que se anade 5-10 % al cultivo.

El suero bovino fetal (FBS) es uno de los sueros méas utilizados y se obtiene del procesa-
miento de sangre fetal recolectada durante el proceso de faenamiento del ganado. Su uso en
cultivos celulares es controversial, ya que su composicion esta poco definida y presenta riesgo
de contaminacion biolégica. Esta variacion, tiene efecto sobre el desarrollo y la diferenciacion
celular, lo cual supone un riesgo importante para la fabricaciéon de productos biol6gicos de
uso humano [40].

El lisado de plaquetas humano (hPL) es un producto derivado del criotratamiento del
concentrado de plaquetas humano, el cual es rico en factores de crecimiento y citoquinas
necesarios para la proliferacion de distintos tipos de celulas madre [41]. En los tltimos afios
se ha promovido el uso del hPL, como sustituto del FBS, en particular para aplicaciones
en medicina regenerativa y terapia celular. Ademés de ser una alternativa segura y libre de
componentes animales (zeno-free), ha demostrado tener un mayor potencial de expansion
para células mesenquimales que el FBS [42, 43].

3.2.5. Antioxidantes

El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio entre la produccién de especies de
oxigeno reactivo (ROS) y la capacidad biologica de reparar el dano producido por los pe-
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roxidos y los radicales libres. Estas especies se forman naturalmente como subproducto del
metabolismo de la glucosa y tienen un rol importante en la senalizacion celular, sin embargo,
el cultivo in wvitro puede exacerbar esta condicion , .
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Figura 3.5: Ruta metabdlica de la glucosa en células mesenquimales obtenidas desde tejido
adiposo (adaptacion) [45]

Comunmente el cultivo celular se realiza a 21 % de O,, pero, en condiciones fisiologicas
pueden encontrarse entre 8% a 1% de O,, dependiendo del tejido de procedencia . La
exposicion prolongada a altos niveles de oxigeno y glucosa, aumenta la produccion de radicales
libres. Por otra parte, la presencia de iones de hierro, cobre y otros metales de transicion
presentes en los medios de cultivos comerciales, asi como la escasez de antioxidantes que se
obtienen directamente de la dieta, induce el estrés oxidativo [47].

Un antioxidante es una molécula capaz de retardar o prevenir el dano celular. Existen una
amplia variedad de estos compuestos utilizados frecuentemente para suplementar los medios
de cultivo. Entre ellos, se encuentra reportados efectos positivos sobre el metabolismo celular
al utilizar acido ascorbico, selenito de sodio, etaloamina, putrescina y N-acetilcisteina (NAC)
, , . Pese a sus beneficios, es importante regular su uso; en altas concentraciones, los
antioxidantes pueden inducir senescencia prematura y alterar el potencial de diferenciacion

[50. [51)-
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3.2.6. Surfactantes

Los polimeros sintéticos o surfactantes son ampliamente utilizados en cultivos en suspen-
sion a gran escala, para proteger a las células de los esfuerzos de corte producidos por la
agitacion y la aireacion. Altas concentraciones de estos compuestos, pueden resultar toxicos
para las células [52].

Pluronic F-68 es un surfactante no iénico, compuesto por una cadenas hidrofobicas de
polioxipropileno y polioxietileno, las cuales le permite amortiguar el estrés celular y proteger
las membranas celulares. Cominmente se anade 0,1 % al medio de cultivo [53], pero existen
trabajos que reportan tolerancia de hasta un 0,2 % para las células madre, sin comprometer
el potencial de diferenciacion [54].

El polietilenglicol (PEG) es otro agente que se utiliza en cultivos en suspension para
reducir el dano en células mamiferas, a una concentracion entre 0,01 % - 2% [55]. Pese a
que no existen trabajos que relacionen directamente el uso de PEG como surfactante para el
crecimiento de MSC, es utilizado para la construccion de scaffolds o hidrogeles [56], lo que
lo convierte un buen candidato.

Otros compuestos como el alcohol polivinilico (PVA) o la metilcelulosa, son utilizados
como aditivos para la proteccion de las células y presentan buena biocompatibilidad |56, |57].
Su uso se descarta, ya que esté reportado que pueden afectar el potencial de diferenciacion
de las células [58, [59|
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Capitulo 4

Materiales y métodos

4.1. Materiales

4.1.1. Reactivos

e Acido ascorbico (Sigma, A4544)

e Azul tripan (Sigma, T8154)

e Bicarbonato de Sodio (Merk, 106392)
e Buffer fosfato salino (Gibco, 21600-010)
e Cilindro CO, (Linde)

e Colagenasa tipo I (Worthington,

LS004196)

e Colorante Alzarin Red (ChemCruz, sc-
205998)

e Colorante Oil Red (ChemCruz, sc-
203749)

e Cristal violeta (Merk, 42555)

e Dimetil suféxido (DMSO) (Sigma,
D2650)

e DMEM Alta glucosa (Gibco, 12100-
046)

e DMEM Baja glucosa (Gibco, 31600-
034)

o EGTA (Merk, 324626)
e Etaloamina (Sigma, E0135)

e Suero Bovino Fetal (FBS) (Biowest,
S1560)

e Ham’s F12 Nutrient Mixture (Gibco,
21700-075)
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Lisado de Plaquetas Humano (Gene X-
Press, 06960)

Kit medicion glucosa (Biosystems,
12800)

Kit medicion lactato (Biosystems,
12802)

MEM Alpha modification Baja glucosa
(Gibco, 11900-024)

Microarrier Cytodex 3 (GE Healthcare,
17-0485-01)

Microcarrier Solohill (Sigma, Z378674)
N-Acetyl-L-cisteina (Sigma, A9165)
PEG 8000 (Sigma, P1458)

Pluronic F68 10 % (Gibco, 24040-032)
Putrescina (Sigma, P5780)

Safranina

Selenito de Sodio (Sigma, S5261)
StemPro® Adipogenesis Differentia-
tion Kit (Gibco™ codigo A10070-01)
StemPro® Chondrogenesis Differentia-
tion Kit (Gibco™ codigo A10071-01).
StemPro®) Osteogenesis Differentiation
Kit (Gibco™ codigo A10072-01)
TrypLE (10X) (Gibco, A12177)



4.1.2. Equipos

Agitador magnético (Barnstead Ther-
molyne, 45600 cellgroTM Stirrer)

Analizador automaéatico en Random Ac-
cess. (Biosystem, Y15)

Bano térmico (Labtech)

Camara de flujo laminar (Nuare,
Nu201330E)

Centrifuga Boeco C-28

4.1.3. Material de laboratorio

Agua Desionizada

Agua Destilada

Botellas 250 y 500 mL

Camara Neubauer

Contador

Etanol

Filtros 0,2 pm (Sigma)

Matraz Erlenmeyer 2 mL
Micropipetas p1000, p200 y p20

Mr. Frosty (Thermo Scientific Nalgene
Mr. Frosty)

Centrifuga Eppendorf 5403
Incubadora (Shel Lab, TC2323)
Microscopio (Olympus, CK2)
pHmetro (HANNA)

Refrigerador -80°C (SO-LOW, U85-13)

Tanque N2 liquido (Taylor Wharton
XT20)

Pipeta plastica estéril 2, 5, 10 y 25 mL
Placas 24 pocillos

Placas Petri grado cultivo 60mm
Propipeta (Drummond)

Puntas p1000, p200 y p20

Rotor de reaccion  (Biosystems,
AC11485)

Spinner flask (Wheaton)
T-flask 175

Tubos eppendorf 1,5 y 0,6 mL
Tubos falcon 15 y 50 ml

4.2. Obtencion células

Las células fueron proporcionada por el Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad
de Chile (ICBM), obtenidas desde lipoaspirado a nivel de la cintura. Todos los donantes
fueron de sexo femenino, entre 20 y 50 anos, sin uso créonico de farmacos ni anticopceptivos,
sin tabaquismo activo y con un indice de masa corporal (IMC) menor a 30. Las muestras
tienen la aprobacion del Comité de ética del Hospital Clinico de la Universidad de Chile y la
previa autorizacion de cada uno de los pacientes mediante consentimiento informado.

Se incubaron entre 50 y 100 mL de tejido lipoaspirado con colagenasa tipo I 0,2% p/v
por 1 hora a 37°C o hasta conseguir una mezcla homogénea. La digestion resultante fue
centrifugada a 1000 rpm por 20 minutos. De las fracciones obtenidas, se descartaron todas
menos el pellet celular, el cual fue resuspendido en medio de cultivo suplementado con 10 %
FBS (Biowest, S1560) , sembrado en placas T-flask de 25 cm? (T-25) e incubando a 37°C y
5% de CO; . Luego de 48 hora, se descart6 el medio de cultivo, las placas fueron lavadas con
buffer fosfato salino 1X (Gibco, 21600-010) y se conservaron las células adheridas.
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4.3. Cultivo celular adherente y banco de células

El cultivo se realizé en T-flask de 175 ¢m? (T-175) con suplementado con 10 % de Suero
Bovino Fetal (FBS). Se sembraron 5000 cel/cm? y se incubaron en una atmosfera controlada
a 37°C y 5% de COs,, con un cambio de medio programado 2 veces por semana. Al alcanzar
un 80 % de confluencia, se realizé un subcultivo celular, dividiendo la cantidad total de células
en tres T-175 (pasaje 1:3). Este procedimiento se repiti6 hasta alcanzar un méaximo de 10
subcultivos.

En cada iteracion, se destinaron células a criopreservacion, resuspendiendo en 90 % SFB
y 10% DMSO (Sigma, D2650) a una concentracion entre 1 — 2 - 10%|cel/ml]. La solucion
resultante se alicuoté en crioviales, los cuales se congelaron bajo condiciones semicontroladas
en reservorios con isopropil OH (Thermo Scientific Nalgene Mr. Frosty) y posteriormente se
guardaron en un Master y Working Bank, conformando asi el banco de células de trabajo.

4.4. Cultivo en suspension

Los cultivos en suspension se llevaron a cabo en spinner flask, los cuales fueron previamente
preparados, lavando con HCI 70 % e impregnando las paredes con silicona. Una vez secos, se
armo6 cada una de las partes y se esterilizé bajo autoclave.

4.4.1. Cultivo en esferoides

El cultivo fue inoculado una concentracion inicial de 0,5 - 10° [cel/ml|, dentro de una
incubadora a 37°C y 5% de CO,. Las células se agitaron durante 12 horas a 50 rpm, para la
formacion de los esferoides y posteriormente a 100 rpm, para el resto del cultivo.

4.4.2. Cultivo en microcarrier

Para el crecimiento en microcarrier Solohill se utilizé6 una concentracion igual a 10 g/L
(250 cmy), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se agregaron 30 mL de agua desionizada
a los microcarriers y se autoclavaron.

Los microcarrier Cytodex 3 se utilizaron a una concentracion de 7,5 g/L (1000 cmy), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Previamente, se hidrataron en PBS libre de Mg*
y Ca'2, por al menos 3 horas a temperatura ambiente. Luego, los microcarriers se lavaron y
resuspendieron en 30 mL de PBS fresco, para ser autoclavados.

Luego, se esper6 a que los microcarriers decantaran, se eliminé el sobrenandante y se
resuspendieron en 25 mL de medio fresco con 1% de FBS. El cultivo se inocul6 a una
concentracion inicial de 0,2 - 10° [cel/ml| y se le aplicaron 8 ciclos de agitacién intermitente
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(2 minutos a 50 rpm y 28 minutos sin agitacién). Una vez terminado, se aforé el cultivo a 50
mL con 10% FBS y se dejoé agitar a 50 rpm. Se realizaron cambios de medio programados
cada 48 horas para el cultivo en SoloHill y cada 24 horas para el cultivo en Cytodex 3.

4.4.3. Cosecha

Para la etapa de recuperacion, se dejaron decantar los microcarriers, se eliminé el medio de
cultivo y se lavaron dos veces con PBS. La mitad del cultivo, se trato con colagenasa 0,05 %
a 37°C, con agitacion ocasional. El resto, se resuspendié durante 5 minutos en PBS con
0,02% de EDTA, pH 7,6. Luego, se reemplazé el PBS con TrypLE 2X a 37°C, con agitando
constantemente. Finalmente, las enzimas se retirarén del medio de cultivo, centrifugando la
solucién, por otra parte el pellet se resuspendié en medio fresco, separando las células de los
microcarrier por medio de un filtro para células.

4.5. Caracterizacion del cultivo

4.5.1. Curva de crecimiento adherente

Los cultivos se inocularon a una densidad de 5000 [cel/cm?| en placas pocillos de 60 mm.
Se cuantifico la densidad (X) y viabilidad celular, utilizando método de exclusion con azul
de tripan, durante 18 dias, en intervalos regulares.

4.5.2. Curva de crecimiento en suspension.

Para el cultivo en esferoides, desde 1 mL de muestra del cultivo, se cuantificé diariamen-
te la densidad (X) y viabilidad celular, utilizando método de exclusion con azul de tripan
(Sigma,T8154), durante 10 dias o hasta que el cultivo tenga una viabilidad menor al 80 %.

Para el cultivo en microcarriers, la eficiencia de pegado se establecié por diferencia entre
el sembrado y el conteo de densidad (X) en la solucion, con método de exclusion de tripan.
Para el crecimiento cuantifico diariamente la densidad (X) de 1 mL de cultivo, por medio de
conteo de nicleos con cristal violeta.

Durante la etapa de recuperaciéon se tomaron muestras a los 10, 30 y 60 minutos de
reaccion. Se cuantifico la la concentracion de células con métodos de exclusion de tripan.

4.5.3. Tasas Especificas de Consumo/Produccion

Paralalemante a la mediciéon de densidad celular, a partir de 1 ml de sobrenadante, se
cuantificaciéon concentracion glucosa y lactato utilizando kits de medicion comercial.
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A partir de los resultados obtenidos se calcularon parametros cinéticos como las tasas
especificas de consumo (g.) o produccion (g,), el nimero de células viva (X,), la velocidad
especifica de crecimiento (u), la velocidad maxima de crecimiento (i), que caracteriza el
crecimiento exponencial y permite determinar el tiempo de duplicacion (¢4)

X, =XV (4.1)
= XL . d;iv (4.2)
g = ;(1 -% (4.3)
b=z (1.9

El calculo de las tasas especificas de consumo o produccién, se determinan generando una
curva acumulativa, sumando las diferencias de cantidad de metabolito presente en el medio
entre dos tiempos consecutivos y ajustando un polinomio a la curva resultante. Las tasas
especificas se calculan como la derivada de la curva evaluada en el tiempo t, dividida por la
densidad celular en t. Asi, se define la razon lactato : glucosa (ALac/AGlIc)

ALac/AGlc = —lac (4.5)
Qglc

4.5.4. Potencial de diferenciacion

El potencial de diferenciacion se realizé utilizando kits de diferenciacion comerciales bajo
las instrucciones del fabricante (ver Tabla . Cada condicion se prob6 en placas de 24
pocillos, usando dos pocillos con medio de diferenciacion y dos pocillos de control, con cambios
de medio programados 2 veces por semana. La diferenciacion se confirma mediante tincion,
visualizada bajo microscopia o6ptica.

4.5.5. Citometria de flujo

El ensayo inmunotipificacién fue llevado a cabo por el Instituto de Ciencias e Innovacion
en Medicina (ICIM) de la Universidad del Desarollo y la Clinica Alemana. Para la citometria
se reunieron por condicién a evaluar, 3 millones de células previamente tripsinizadas, en 1 mL
de medio de cultivo fresco. Se analiz6 el panel de marcadores: CD45, CD34, CD11b, CD19,
HLA-DR, CD90, CD105, CD44, CD73 y CD29.
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Tabla 4.1: Ensayo de diferenciaciéon a linajes adipogénico, condrogénico y osteogénico

Diferenciacion Kit Duracién Sembrado Tincioén

StemPro Adipogenesis Differentiation Kit
(Gibco, A10070-01)
StemPro Chondrogenesis Differentiation Kit
(Gibco, A10071-01)
StemPro Osteogenesis Differentiation Kit
(Gibco, A10072-01)

Adipogénica 8 dias 10000 cell/cm? Oil Red

Condrogénica 15 dias 25000 cell/cm?  Alzarin Red

Osteogénica 21 dfas 15000 cell/cm?  Safranina

4.6. Diseno experimental

4.6.1. Cultivo adherente

Se probaron 5 medios de cultivos, variando el medio basal, la concentraciéon de glucosa
y el uso de antioxidantes. Todas las experiencias se realizaron en cultivo adherente a las
indicaciones de la seccion [4.3]y caracterizadas de acuerdo a los métodos de la seccion [4.5 La
condicién con mejores pardmetros de cultivo se utilizo para ensayos posteriores y se verificaron
los marcadores fenotipicos con citometria de flujo (seccion . A continuacion se presentan
los medios de cultivo propuestos

Medio A: DMEM/F12 7,5 mM de glucosa (Control)
Medio B: DMEM/F12 25 mM de glucosa.
Medio C: DMEM 5 mM de glucosa.

Medio D: DMEM 5 mM de glucosa suplementado con acido ascoérbico 0,25 mM, eta-
loamina 1,7 mM, selenito de sodio 29 mM, putrescina (0,018 mg/L) y N-acetilcisteina
0,1 mM.

e Medio E: a-MEM 5,5 mM de glucosa.

Posteriormente se evalud el uso de lisado de plaquetas humano, en reemplazo del suero
boviono fetal. Para esto se realizo6 una curva de crecimiento para un cultivo adherente en
10% FBS (control) y 5% hPL. En cada caso, se determiné el crecimiento, viabilidad y
consumo /produccion de metabolitos, a partir de los métodos de la seccion .

Previo a los cultivos en suspension, se prob6 una variante de medio de cultivo sin calcio:
a-MEM 5.5 mM de glucosa, quelado con 2mM de EGTA, en cultivo en placas adherente y
no adherentes. Se estudio el crecimiento y viabilidad, bajo las indicaciones de la seccion

De igual manera, se disend una experiencia para determinar la tolerancia de las células a
Pluronic F68 y PEG 8000, para asi proteger a las células de los esfuerzos de corte, propios del
cultivo en suspension. Para cada uno, se probaron 3 concentraciones diferentes surfactante,
utilizando medio de cultivo solo como control. Para el Pluronic F68 se utilizo 0,01 %, 0,1 %
y 0,2% p/v, mientras que para el PEG 8000 se us6 0,1 %, 1% y 2% v/v. Se realiz cultivo
adherente en todas las experiencias, determinando la proliferacién y viabilidad luego de 14
dias.
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4.6.2. Cultivo en suspensiéon

Los cultivos en esferoides y microcarriers seran realizado y caracterizados de acuerdo a
las indicaciones de las secciones y [£.5 utilizando el medio de cultivo y surfactantes,
seleccionado en base a los mejores pardmetros de la parte anterior. Para la mejor condicion
obtenida, se cuantificd la recuperacién y se realizaron el ensayo descrito en la seccién
para establecer si las células mantuvieron su potencial de diferenciacion. Adicionalmente, se
midieron marcadores de membrana mediante citometria de flujo para verificar el fenotipo de
las células (seccion [4.5.5)).
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Capitulo 5

Resultados y discusion

5.1. Cultivo adherente

5.1.1. Medio de cultivo basal

En la Tabla se muestra un resumen de los parametros de cultivo calculados para cada
uno de los medios que se probaron.

Tabla 5.1: Parametro de cultivos para distintos medios basales
DMEM/F12 DMEM /F12 DMEM

Medio basal Baja Glucosa Alta Glucosa DMEM AntiOX a-MEM
Maéxima biomasa[10° cel/mL] 0,12 0,08 0,15 0,18 0,22
Hmax D7 0,0027 0,0023 0,0037 0,0062 0,0078
ta 9 dias 12 dias 5 dias 4 dias 41 horas
AL/AG 1,71 1,98 1,68 1,59 1,41

En la Figura [5.Ila se muestra la curva de crecimiento basal para el cultivo de hASC, en
DMEM /F12 de baja glucosa. El cultivo tuvo una duracion aproximada de 18 dias, con una
viabilidad sobre el 85% a lo largo de todo el experimento, alcanzando una concentracion
méaxima de 0,12 - 10° [cel/ml] y un tiempo de duplicacion cercano a 9 dias (Tabla .

Las curvas de lactato y glucosa, tienen un comportamiento oscilatorio debido a la repo-
sicion constante de medio de cultivo cada 3 dias (Figura [5.1]b). Esto permite prolongar el
tiempo de vida de cultivo, gracias a la disponibilidad constante de glucosa . Este tipo de
células son capaces de soportar hasta 35 mM de lactato sin afectar la proliferacion celular|60]
y la concentraciéon en cultivo no supera los 10 mM, por lo que no existe un efecto inhibitorio
del lactato sobre el crecimiento . A partir de las tasas acumulativas de glucosa y lactato, se
calcula la razon ALac/AGlc = 1,71. Teoricamente se producen 2 mol de lactato por cada
mol de glucosa consumido [61], lo cual indica que las células estan utilizando la glucosa como
principal fuente de carbono.
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Los parametros de crecimiento (Tabla son similares a los presentados en trabajos
previos , pero en término generales se alejan bastante de lo que esta reportado en la
literatura, en donde los tiempo de duplicaciéon oscilan entre 36 y 96 horas . Bajo estas
condiciones es poco factible llevar este cultivo directamente a suspension. La densidad minima
para sembrar un spinner son 0,10 - 10° [cel/ml| en 50 mL de medio y desde un lipoaspirado,
se necesitarfan al menos 20 dias de cultivo adherente. En consecuencia, es necesario buscar
otras alternativas de medio de cultivo que se ajusten mejor a los requerimientos nutricionales
de las células y asi mejorar la tasa de proliferacion
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Figura 5.1: Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en DMEM /F12 baja
glucosa. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion de lactato

La glucosa es la principal fuente de carbono del medio del cultivo, por lo que una mayor
disponibilidad podria permitir alcanzar una mayor concentracion de células. Se realizé una
variacion del cultivo basal en DMEM /F12 de alta glucosa (Figura[5.2)), la curva de crecimiento
indica que la densidad maxima es un 33,3 % menor con respecto al control, llegando a 0, 08-10°
[cel/ml] y aumentando el tiempo de duplicacion a 12 dias. Como se puede ver, la viabilidad
se mantiene sobre el 95 %, atn cuando el cultivo esta en estado estacionario. Este valor puede
estar sobrestimado, pues las células al morir, tienden a perder sus caracteristicas adherentes
64], por lo que se pierden durante el proceso de lavado y no es posible cuantificarlas.
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Figura 5.2: Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en DMEM /F12 alta
glucosa. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion de lactato

En cuanto al consumo de glucosa, se observa una disminucion sostenida en el tiempo, la
cual estda acompanada de un aumento de la producciéon de lactato. Como resultado se obtiene
un ALac/AGlc = 1,98, lo cual no indica una mejora en el estado metabolico. A diferencia de
otro tipo de cultivo, las células mesenquimales son sensibles a la hiperglicemia. La exposicion
a altas concentraciones de glucosa genera un aumento del estrés oxidativo y un aumento en la
liberacion de factores senescentes , lo cual explica el efecto negativo en la proliferacion de
los cultivos. De igual manera, el aumento en la produccion de lactato puede ser consecuencia
de un aumento en la apoptosis y no al consumo de glucosa.

En base a lo anterior, se puede ver que la optimizaciéon del crecimiento no se relaciona con
la disponibilidad de fuentes de carbono, por lo que se propone probar diferentes de medios
basales de baja glucosa. DMEM y a-MEM son dos variantes, ampliamente utilizadas en el
cultivo de células madre.
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Figura 5.3: Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en DMEM baja glu-
cosa. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion de lactato

24



La Figura[5.3|se presentan los resultados para un cultivo en DMEM. El crecimiento mues-
tra una disminucion del tiempo de duplicacion a 112 horas (5 dias), llegando a una maxima
densidad de 0,15-10° [cel/ml] a los 10 dfas de cultivo y un ALac/AGlc = 1,68. En la curvas
proliferacion y metabolitos con a-MEM (Figura , la maxima biomasa se alcanza a los
8 dias de cultivo, reduciendo el tiempo de duplicacion a 48 horas y obteniendo un total de
0,22 -10° [cel/ml|. De igual manera, se calculé una razéon ALac/AGlc = 1,41,lo que indica
una mejora considerable en el estado metabolico. En ambos casos, la duracion total de la
experiencia cambi6 a 10 dias, incluso en la proliferaciéon con a-MEM se logran ver todas las
fases propias de una curva de crecimiento.

Si bien el metabolismo de los aminoacidos en las células mesenquimales es atn desconoci-
do, se sabe que hay 14 necesarios para su crecimiento, de los cuales 8 son esenciales (histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenialanina, treonina y valina) y 6 no escenciales (ar-
ginina, asparagina, acido aspartico, glutamina, serina y tirosina) [66]. En este sentido, el
a-MEM, tiene en su formulacion el perfil completo de aminoécidos y deberia ajustarse mejor
a los requerimientos de la células, ya que el DMEM no contiene asparagina ni acido aspéartico,
pero si se analiza en detalle, se puede ver que el DMEM posee entre 25 % y un 50 % mas de
aminoacidos esenciales. La opciéon para enriquecer el DMEM es suplementandolo con F12, de
manera de tener los 20 aminoécidos en el cultivo. La mezcla resultante tiene una concentra-
cion que se asemeja bastante a la del a-MEM, pero en algunos casos, como la asparagina, el
acido aspartico y el acido glutamico, la cantidad en el medio puede ser hasta 10 veces menor.

Adicionalmente, se sabe que la glutamato es el aminoacido de mayor consumo dentro de
las células. La principal fuente de este es desde el metabolismo de la glutamina. Dentro de
los medios presentados, el DMEM es el que contiene la concentraciéon mas alta de glutamina
(584 mg/L), seguido por el DMEM /F12 (365 mg/L). Alg unos aminoacidos como la arginina,
histidina y prolina, se convierten glutamato antes de entrar al TCA, pero tanto la arginina
como la glutamina tienden a degradarse de manera espontanea en el cultivo, lo cual disminuye
su disponibilidad y aumenta la concentraciéon de amonio, lo cual puede resultar toxico para
las células [66]. Por este motivo, se podria anadir directamente glutamato al medio basal o
suplementarlo con alguna variante mas estable como el GlutaMAX.

En base a lo anterior, pareciera que la asparagina, el dcido aspartico y los aminoacidos
esenciales, tendrian un rol relevante dentro del metabolismo celular, por lo que el DMEM
suplementado con arginina y acido aspéartico o el a-MEM con aminoacidos no esenciales po-
drian ser buenos candidatos para medio de cultivo. Esto podria verificarse y complementarse
realizando un estudio de consumo y produccién de aminoécidos. Asi mismo, el uso de algin
sustituto de glutamina, podria mejorar la proliferacion y el estado metabdlico del cultivo.
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Figura 5.4: Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en a-MEM baja
glucosa. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y producciéon de lactato

Por otra parte, a diferencia de otros medios basales, a-MEM contiene nucleosidos, los
cuales son precursores de los acidos nucleicos, intermediarios del metabolismo celular y juegan
un rol fundamental en la proliferacion celular. Cominmente, estas moléculas se ingieren
directamente de la dieta, sin embargo, en condiciones in vitro deben ser sintetizadas por las
propias células [67]. La glucosa presente en el medio de cultivo tiene 2 posibles destinos dentro
del metabolismo celular. Por una parte, se puede utilizar como fuente principal de energia,
ya sea a través de la glicolisis (via anaerobica) o la fosforilacion oxidativa (via anaerdbica).
Por otro lado, puede ingresar como precursor la ruta de las pentosas fosfato (PPP), para
la sintesis de nucleosidos [45]. Dicho esto, al agregar nucleosidos directamente al medio de
cultivo, se reduciria el uso de esta via y se desviaria todo el uso de glucosa hacia la produccion
de energia, lo cuél podria acelerar la producciéon de biomasa.

Tanto la fosforilaciéon oxidativa como la ruta de las pentosas fosfato, tienen como sub-
producto una gran cantidad de ROS, los cual inhibe el crecimiento celular y aumenta los
factores senescentes. Para evitarlo, el mecanismo natural de las células madres es ocupar la
via glicolitica, la cual es méas ineficiente desde el punto de vista energético [45]. Una manera
de reducir estrés oxidativo, sin elevar la razén ALac/AGlc, es regulando la presion parcial
de oxigeno. Comunmente el cultivo in vitro de células madre se realiza a 21 % de O,, pero
en condiciones fisiologicas se encuentran, dependiendo del tejido de procedencia, entre 8 %
a 1% de Oy (hipoxia). La exposicion de las células a condiciones ambientales, promueve la
senescencia celular y la perdida de viabilidad del cultivo [68]. En contraste, las condiciones
de hipoxia han demostrado un potencial de proliferaciéon 5 veces méas grande, con respecto a
las condiciones estandar de cultivo [69]. Desde el punto de vista técnico no es posible estudiar
esta condicion en el laboratorio, pero se deja propuesto para trabajos futuros ya que podria
ser beneficioso para el metabolismo y el crecimiento celular.
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Otra alternativa para abordar el problema, es agregando antioxidantes al medio de cultivo.
Se sabe que la formulacion de a-MEM contiene acido ascoérbico, el cual puede ayudar a reducir
el estrés oxidativos, sin embargo, no seria posible determinar si este tipo de compuestos
tienen o no un efecto positivo sobre el crecimiento. Dicho esto, se prepar6 una mezcla rica en
antioxidantes (con éacido ascorbico 0,25 mM, etaloamina 1,7 mM, selenito de sodio 29 mM,
putrescina (0,018 mg/L) y N-acetilcisteina 0,1 mM), utilizando DMEM como medio base y

se realizo un cultivo bajo las mismas condiciones que los experimentos anteriores.
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Figura 5.5: Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en DMEM bajo glucosa
con antioxidantes. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion de
lactato

Los resultados presentados en la Figura [5.5senalan que las células son altamente sensibles
al estrés oxidativo, ya que al anadir antioxidantes al medio de cultivo, tanto la proliferacion
como en el estado metabolico presentan una mejora con respecto al cultivo en DMEM. El
tiempo de duplicacion se redujo a 107 horas, la biomasa alcanza un total de 0, 18-10° [cel /ml|
yun ALac/AGlc = 1,59. Sin embargo, los parametros de cultivo usando a-MEM como medio
basal son méas cercanos a los reportados en la literatura |63, 70|, por lo se propone utilizar para

el resto de las experiencias a-MEM con una mezcla de antioxidantes, el cual sera denominado
a-MEM AntiOX.

Se realiz6 un ensayo de inmunofenotipificacion a células cultivas en el medio propuesto,
utilizando los marcadores establecidos por la ISCT. Los histogramas resultantes se encuentran
resumidos en el Anexo |2 La poblacion de células hASC tuvo expresion sobre el 95 % para
los marcadores CD90, CD105 y CD3, mientras que para los marcadores CD45, CD34, CD19
y HLA DR fueron menores al 5% (Tabla. Si bien al valor de CD11b estéa sobre el 5 %, no
es una diferencia significativa, por lo que se considera un marcador negativo . En base a esto,
las células cumplen con los criterios fenotipicos y por lo tanto a-MEM AntiOX es adecuado
para la proliferacion del cultivo.
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Tabla 5.2: Expresion de marcadores de superficie en células hASC expandidas en cultivo
adherente con a-MEM AntiOX

Células positivas

Marcador (%]
CD45 FITC 4,17
CD34 PE 0,62
CD11b FITC 5,17
CD19 FITC 4,12
HLA-DR PE 1,44
CD90 FITC 99,25
CD105 PE 100,00
CD44 FITC 91,75
CD73 PE 99,93
CD29 PE 100.00

5.1.2. Suplementos

Otro elemento relevante dentro del cultivo celular, ademas del medio del cultivo son los
suplementos, los cuales aportan factores de crecimiento y hormonas involucradas en el creci-
miento celular. En la Tabla[5.3]se muestra un resumen de los parametros de cultivo calculados
para cada uno de los suplementos testeados.

Tabla 5.3: Parametros de cultivo para cultivo en FBS y hPL
a-MEM AntiOX o-MEM AntiOX

Medio de cultivo

10% FBS 5% hPL
Maxima biomasa[10° cel/mL] 0,38 0,54
ftmax [h7'] 0,030 0,034
tq 23 horas 21 horas
AL/AG 1,21 1,12

Las Figuras[.06la y[5.6]b, se presentan los resultados para el crecimiento y metabolitos para
el cultivo en 10 % de FBS. La experiencia tuvo una duracién aproximada de 120 horas con una
viabilidad sobre el 90 % en todo momento, alcanzado la maxima concentracion de biomasa
hacia el final del cultivo con un valor de 0,38 - 10° [cel/ml| y un tiempo de duplicaciéon de
23 horas. Las tasas acumulativas de lactato y glucosa permiten calcular ALac/AGlc = 1, 21.
Las curvas de proliferacion para el lisado de plaquetas (Figura .a) indican que el cultivo
alcanzo una densidad a las 96 horas de cultivo, de 0,54 - 10° [cel/ml], lo cual es aumento del
42 % en la biomasa total con respecto al cultivo con FBS. El tiempo de duplicacion se reduce
22 horas y se determiné un ALac/AGlc = 1,12, de manera que el metabolismo celular no se
ve afectado de manera negativa por el aumento de la proliferacion.
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Figura 5.6: Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo adherente en 10 % suero bo-
vino fetal (FBS) y 5% lisado de plaquetas humano (hPL) a) Densidad celular y viabilidad
10% FBS. b) Consumo de glucosa y produccion de lactato 10 % FBS.c) Densidad celular y
viabilidad 5% hPL. d) Consumo de glucosa y produccion de lactato 5% hPL

No existe un motivo claro por el cual el hPL sea un mejor suplemento para las hASC que
el FBS, particularmente porque la composiciéon de ninguno de los dos, estd completamente
definida. Los componentes del suero bovino fetal pueden variar de lote a lote y en el caso
del lisado de plaquetas, cambian de acuerdo a las caracteristicas del donante . Ambos
productos contienen factores, hormona y citoquinas que inducen la proliferacion, pero puede
que las variantes proteicas presenten en el hPL, se encuentren en una proporciéon méas ade-
cuada a los requerimientos celulares y al ser de origen humnanos, sean asimiladas con mayor
facilidad por las células. Si bien no se evalud el potencial de diferenciaciéon ni los marcado-
res inmunogénicos para el lisado de plaquetas, se encuentran ampliamente reportado la baja
inmugenicidad, el bajo riesgo de transmision de patogeno y la capacidad de diferenciacion
a adipocitos, osteocitos y condrocitos [72474], de manera que constituye un buen sustituto
xeno-free al suero bobino fetal, para el cultivo de células con fines clinicos o terapéuticos.
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5.2. Cultivo en suspension

5.2.1. Medio libre de calcio

El calcio extracelular tiene un efecto importante sobre la adhesion y agregacion celular,
en diversos tipos de cultivo. Es interesante probar una variante libre de calcio y asi obtener
esferoides pequenos, facilitando el cultivo en suspension. La concentraciéon de EGTA se es-
tim6 por medio de una plataforma on line que permite calcular iones libres en presencia de
multiples agentes quelantes y metales [75]. En este caso medio de cultivo fue quelado con 2
mM de EGTA, para lograr una concentracion de Ca™ libre de 100 uM. Este valor, permite
mantener los minimos requerimientos de sefializacion, sin danar a las células [37].
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Figura 5.7: Curva de crecimiento para cultivo en a-MEM quelado con 2 mM de EGTA a)
Cultivo en placa adherente b) Cultivo en placas no adherentes

El cultivo adherente sin calcio (Figura .a), tuvo una duraciéon de 120 horas, llegando a
una concentracion méaxima de 0, 17-10° [cel /ml]. Si bien la poblacién celular esta en aumento,
el desempeno del cultivo decae ante la ausencia de calcio. Por su parte, el cultivo no adherente
mantiene una concentraciéon mas o menos en constante 0,026 - 10° [cel /ml| (Figura b). La
Figura 5.8 muestra que las células tienen la capacidad de adherirse y crecer, incluso en placas
no tratadas. Ante bajas concentraciones de Ca 2, las células no se pegan a la superficie, pero
si forman agregados. Esto sugiere que proliferacion del cultivo es dependiente de adherencia
y la presencia de calcio [64] y por lo tanto no es factible utilizar este medio de cultivo para
llevar las células a suspension.
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24 horas 72 horas 120 horas

Cultivo adherente

Cultivo no adherente

Figura 5.8: Comparacion de la evolucion del cultivo en a-MEM y quelado con 2 mM de
EGTA en placas adherente y no adherentes

5.2.2. Surfactantes

Antes de llevar las células a suspension, es necesario encontrar un polimero, de baja
toxicidad, que pueda proteger a las células de los esfuerzos de corte generados por la agitacion
del cultivo. En la Tabla se muestra la densidad celular, luego de 15 dias de cultivo con
distintas concentraciones de pluronic F68 y PEG 8000.

Tabla 5.4: Concentracion final de células para cultivo de hASC para distintas concentraciones
de surfactantes

Surfactante Densidad celular final Viabilidad
en medio de cultivo [x108 cell/ml| tabtt
Control 0,11 4+ 0,0042 94 %
0,01% p/v 0,09 4+ 0,0064 92 %
Pluronic F68 0,1% p/v 0,07 4+ 0,0028 91 %
02% p/v 0,07 4+ 0,0039 91 %
0,1% v/v 0,12 + 0,0014 96 %
PEG 8000 1% v/v 0,14 4+ 0,0046 96 %
2% v/v 0,15 + 0,0046 95 %
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Para el pluronic muestra una reduccion entre 18 % y un 36 % en la biomasa total, lo
cual indica que el polimero podria tener un efecto téxico sobre las células, sin embargo, la
viabilidad se mantiene sobre el 90 %. En la literatura no se ha demostrado que el pluronic 68
tengo un efecto citotoxicos sobre las células mesenquimales, pero si se encuentra reportado
que promueve la diferenciacion celular . Por ende, puede que parte del cultivo esta en
estado de diferenciacion prematura, lo cual explica la disminucion de la proliferacion. Por
otra parte el PEG muestra un aumento de hasta un 36 % en la proliferacion, manteniendo la
viabilidad del cultivo, por lo que preliminarmente es la mejor opciéon para llevar las células a
suspension.

5.2.3. Cultivo en esferoides

Para evaluar el potencial de proliferacion de las células en esferoides, se prepard una so-
lucion de células a una densidad 0,5 - 10° [cel/ml], la cual se agité a 50 rpm para generar
agregados espontaneamente y simultdneamente permitir la migraciéon de las células, sin da-
narlas y de este modo pudiesen formar nuevas estructuras. En la Figura[5.9|se ve el registro de
avance en la formacion esferoides y en la Figura [5.10] el crecimiento y viabilidad del cultivo.

Figura 5.9: Seguimiento del avance del cultivo en esferoides a) 24 horas b) 72 horas c) 120
horas

Durante las primeras 24 horas horas, se forman pequenos agregados entre 15-20 células
(Figura a) y Se pierde cerca del 25% del cultivo, producto de los esfuerzos de corte
generados por la agitacion. Sin embargo, la viabilidad se mantiene sobre el 90 %, por lo que
el cultivo tienen buenas posibilidades de sobrevivencia. A medida que avanza el cultivo, se
observa que aumenta el tamano de los agregados (Figura b)7 pero no por efecto de la
proliferacion, ya que esta decae continuamente, al igual que la viabilidad. Igualmente, los
esferoides presentan zonas necréticas y un aumento en las células muertas en suspension.
Finalmente, luego de 120 horas de experimentacion, se descarta el cultivo, ya que la densidad
es menor a 0, 1-10° [cel/ml] y la viabilidad esta por debajo del 70 %. Los agregados generados
(Figura|s.9\c) estan necroticos casi en su totalidad y no tienen forma compacta, lo cual indica
que se estan disgregando.
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Figura 5.10: Curva de crecimiento para cultivo en esferoides

El resultado de la experiencia puede atribuirse a variables fisicas y bioquimicas. Un factor
importante para crecer las células en un cultivo en suspension, es el patron de agitacion.
En condiciones ideales el flujo turbulento deberia poder limitar la formacion de agregados y
reducir al minimo el dano celular por esfuerzos mecanicos, limitando la liberacion de factores
apoptoticos. En este sentido, los spinner equipados con impeller de 8 aspas |77 o con forma de
péndulo |78, 79| a bajas revoluciones, han demostrado tener mejor desempeno en comparacion
con otro tipo de configuraciones. Por otra parte, las células mesenquimales activan una ruta
de muerte programada ante la pérdida de adhesion celular [64], por lo que este tipo de cultivos
son usualmente suplementados con un inhibidores de ROCK, para impedir la activacion de
esta via [77479]. Preliminarmente esto indicaria que no es posible expandir las células por
medio de esferoides, pues no se cuentan con las condiciones necesarias, pero no se descarta
la posibilidad de futuros estudios.

5.2.4. Cultivo en microcarrier

Una de las alternativas para propagar las células de forma adherente y al mismo tiempo
tener un sistema escalable, es a través del uso de microcarrier. SoloHill Collagen y Cytodex
3 son dos opciones disponibles en el mercado utilizados para propagar todo tipo de células
mesenquimales humanas. Poseen una superficie sélida (SoloHill) y microporosa (Cytodex),
de modo que las células crecen en la superficie exterior en forma de monocapa, lo cual facilita
el suministro de nutrientes y oxigeno, ademas de la cosecha de las células |27]. Por otra
parte, la cubierta de colageno crea un microambiente natural, el cual promueve la adhesion y
proliferacion celular [80]. Si bien, se encuentra reportado que el dextrano entrega una mejor
eficiencia de pegado en comparacion con el poliestireno [29], no hay evidencia concluyente
respecto al efecto de estas matrices sobre la expansion [28].
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A diferencia de otros tipos de microcarriers, ambos tipos a pequena escala han demostrado
propagar las células en multiples pasajes, manteniendo sus propiedades terapéuticas |28, 81,
ser plataformas escalables anadiendo nuevos microcarriers o aumentando el volumen del
reactor y permitiendo cosechar las células de forma sencilla |29, 82]. Los resultados maés
relevantes se resumen en la Tabla (.5l

Tabla 5.5: Pardmetros de cultivo para crecimiento en microcarriers

Microcarrier SoloHill Cytodex 3
Maxima biomasa[10° cel/mL] 0,25 0,37
fmax [t 0,012 0,013
ta 55 horas 55 horas
AL/AG 1,30 1,64

El cultivo utilizando SoloHill microcarriers tuvo una duraciéon total de 240 horas, alcan-
zado una concentracion maxima de 0,25 - 10° [cel/ml] y un tiempo de duplicacion de 55
horas (Figura , mientras que el cultivo con Cytodex 3 tuvo una duraciéon de 264 horas,
llegando a una concentraciéon méxima de 0,37 - 10° [cel/ml] y un tiempo de duplicacion de
55 horas (Figura . En términos generales, los pardmetros para el cultivo en suspension
difieren del cultivo adherente tanto para la velocidad de crecimiento, como para el estado
metabolico (Tabla y |5.3)), pero son similares a lo reportado sobre cultivo de células madre
en microcarriers [83].
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Figura 5.11: Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo en suspension en SoloHill mi-
crocarrier. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion de lactato

En ambos casos, durante las primeras 12 horas se llev acabo la etapa de adherencia. Para
el cultivo en SoloHill se logré un 40 % de eficiencia, pero no fue posible establecer la distri-
bucion de las células en la superficie, ya que los microcarriers son brillantes al microscopio.
En el cultivo con Cytodex 3, se logré una eficiencia de pegado del 78 %, con una distribucién
homogénea entre 2 a 3 células por microcarrier (Figura .

En el cultivo en microcarrier Cytodex, la glucosa no bajo de los 2 mM de glucosa y el
lactato no super6 los 6 mM, lo que da un ALac/AGlc = 1,64 (Figura b). Por su parte,

34



el cultivo en SoloHill muestra una variaciéon entre 5,5 y 0,5 mM de glucosa, mientras que
el lactato esta entre 7 y 1 mM, estimando un ALac/AGle = 1,31 (Figura [5.11]b). Los
valores estan dentro de valores normales, pero como se mencioné anteriormente, son mayores
a los obtenidos en el cultivo adherente lo que podria explicar el aumento en el tiempo de
duplicacion. La diferencia en la razéon ALac/AGlc, se puede deber a que el cultivo en Cytodex
fue reacondicionado diariamente con medio fresco, mientras que el SoloHill se aliment6 cada
3 dias, lo que causo en este tltimo un shift metabolico hacia el final del cultivo, pues se
observa en la Figura5.11]b que las células consumen el lactato a consecuencia de la ausencia
de glucosa .
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Figura 5.12: Curva de crecimiento y metabolitos para cultivo en suspension en Cytodex 3
microcarrier. a) Densidad celular y viabilidad. b) Consumo de glucosa y produccion de lactato

A diferencia del cultivo de esferoides, este método logré expandir la poblacion celular. El
cultivo en Cytodex logré una biomasa total comparable al del cultivo adherente con a-MEM
AntiOX y e casi un 50 % mayor al cultivo en SoloHill. A priori, los microcarrier Cytodex
serfan los méas adecuados, por lo que las etapas de recuperacion y diferenciacion se realizaron
en base a este cultivo. No obstante, se debe tener en cuenta que la superficie en solucion es 4
veces mayor a la utilizada en los microcarriers SoloHill, por lo que la concentracion de células
por cm? es mayor en este tltimo. De acuerdo con el fabricante, es posible realizar cultivos de
alta densidad con los microcarrier Cytodex, llegando a 20 g/L [84], lo cual multiplicaria 2,5
veces el area disponible. En el caso, de los microcarrier SoloHill, la gran parte de los trabajos
utilizan la concentracion recomendada 53| |28], por lo que se podria evaluar su desempeno
de sistema en alta densidad.

Un aspecto interesante es que a pesar de que ambos microcarriers tienen el mismo tipo
de recubrimiento (colageno), muestran un desempeno muy diferente durante el cultivo . Esto
sugiere que las caracteristicas del ntcleo, como la forma, el tamano, la densidad de la perla,
la rigidez y la porosidad, afectan tanto la adherencia como el crecimiento de las células. Por
ejemplo, los células cultivadas en microcarriers solidos pueden sufrir danos por efecto de la
agitacion, los esfuerzos de corte y la colision entre particulas [80)].

A medida que avanza el cultivo, el registro muestra que los microcarriers comienzan for-
mar agregados, producto de la adherencia de las células (Figura [5.13]). Esto reduce el area
disponible para el crecimiento y ocurre en los microcarriers Cydotex en menor medida que en
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los SoloHill. Esto es un problema comun en las superficies recubiertas en colageno, ya que de-
bido a sus caracteristicas biocompatibles, forma estructuras fibrosas y promueve la adhesion
celular . Regular la agitacion del cultivo, es una manera de solucionar este problema, pero
bajo ciertas limitaciones. Una alta agitacion provocaria grandes esfuerzos de corte, lo cual
evitaria que las células migren de un microcarrier a otro e inducir muerte celular por efecto
del éstres. Por otra parte, una baja agitaciéon podria provocar la sedimentacion y agregacion
de los microcarrier, disminuyendo la transferencia de oxigeno y nutrientes, tal como en los

esferoides [86].

24 horas 5 dias 10 dias

=
©
o
D

Figura 5.13: Seguimiento del avance del cultivo en SoloHill y Cytodex 3 microcarriers

Uno de las principales desventajas de expandir las células en este tipo de superficie, es
que el colageno es un compuesto de origen animal. Cytodex 1 es una opcién zeno-free de
microcarrier, con propiedades similares al Cytodex 3, salvo que carece de cubierta y el nicleo
tiene carga positiva. Esta producto a demostrado tener alta eficiencia en la adhesion celular
y es capaz de propagar cultivos de células madre de larga duracion, sin alterar el potencial
de diferenciacion , . Ademas de esto, existen sustratos en base a componentes de origen
humano, con los cuales se puede recubrir los microcarriers y asi mejorar la fijacion y la
expansion de las células [87].

Para la etapa de recuperacion, se utilizaron dos métodos enzimaticos para separar las
células de los microcarrier; TrypLE, un analogo de la tripsina, comunmente utilizado para
disociar stem cells y colagenasa tipo I 0,05 % la cual degrada la cubierta de colageno tipo I
de los microcarrier. Como resultado, la colagenasa tuvo una baja eficiencia de recuperacion,
la cual alcanza un maximo de 69 % luego de una hora. Mientras que en el caso de la digestion
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con TrypLE se cosech6 el 89% después de 30 minutos (Figura . En ambos casos se
registro una viabilidad sobre el 95 %. Si bien se podria acelerar la recuperacion con colagenasa
aumentando su concentracion en solucion, seria bastante costoso. El valor por de esta enzima
por unidad de volumen es 5 veces mayor que la del TrypLE . Por lo tanto, el analogo de
tripsina, es un método mas efectivo y rentable.
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Figura 5.14: Recuperacion celular para tratemiento con colagenasa tipo I y TrypLE

Figura 5.15: Ensayo de diferenciacion a) Adipogénico, b) Condrogénico, ¢) Osteogénico, d) -
f) Controles

Las células recuperadas desde este ultimo cultivo, se sembraron para realizar ensayo de
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diferenciacion, demostrando mantener propiedades adherentes y el pontencial para diferen-
ciarse a 3 linajes. Después de 8 dias, la diferenciacion adipogénica formé adiposomas (Figura
.a). Los cultivos de control, no fueron capaces de retener la tincién, debido a la falta
de 4acidos grasos (Figura .d). Para la diferenciaciéon condrogénica, se obtuvo una tincién
positiva con safranina luego de 15 dias (Figura .b), debido a la abundancia de gluco-
saminoglucanos, los cuales no se encuentran presentes en los controles (Figura .e). La
diferenciacion osteogénica, finaliza luego de 21 dias de cultivo. La tincién con alizarin red,
muestra la mineralizacion y la formacion de depositos de calcio (Figura c), los cuales
estan en menor medida en las células no diferenciadas (Figura [5.15]f).

Adicionalmente, se midieron los marcadores de superficie a las células cosechadas del
cultivo. La Tabla se construyo en base al histograma que se encuentra en el Anexo. Estas
células, no expresaron los marcadores CD45 y CD34, mientras que CD90, CD105, CD44 y
CD73 fueron positivos. Los resultados no presentan diferencias significativas con el cultivo
adherente (Tabla[5.2).

Tabla 5.6: Expresion de marcadores de superficie en células hASC expandidas en microcarriers

Células positivas

Marcador (%]
CD45 FITC 4,73
CD34 PE 2,55
CD90 FITC 98,75
CD105 PE 99,44
CD44 FITC 96,92
CD73 PE 98,48

Como se puede ver, no fue posible medir todos los marcadores, debido a que no se contaba
con suficientes muestra, por lo que se seleccionaron los mas importantes. Una forma alternati-
va de caracterizar a poblacion de hASC es con el panel negativo para CD34, CD45 y positivo
para CD73, CD90, CD105, CD44 y CD29|89]. Los marcadores CD73, CD90, CD105 estan
presentes y son marcadores generales de las células madre, CD44 y CD29 son marcadores ad-
herentes y la presencia de CD44 verificaria esta caracteristica, CD34 y CD45 son marcadores
hematopoyéticos, su ausencia senala que las células no estan en proceso de diferenciacion.
De acuerdo al criterio de la ISCT, faltaria comprobar marcadores MHC (HLA-DR), pero en
base los marcadores medidos las células poseen el fenotipo hASC. Por otra parte, a nivel
clinico se utilizan células mesenquimales que cumplan con la expresion de CD90, D105, D45
y que puedan diferenciarse a los tres linajes caracteristicos [90|, por lo que las células ademés
serian aptas para terapia celular.

5.3. Propuesta de escalamiento

Tomando en cuenta que la principal limitante que tiene el cultivo sigue siendo la superficie,
la forma de natural de escalar el cultivo es aumentando la cantidad de microcarriers en el
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sistema. Sin embargo, es importante mantener constante la concentracion para asi evitar la
formacion de agregados, lo que se puede lograr aumentando el volumen de cultivo al aumentar
la cantidad de microcarriers. Hay autores que sugieren que el regimen 6ptimo de alimentacion,
es anadiendo un 30 % de superficie cada 3 dias [29], pero seria necesario ajustarlo para este
tipo de células, pues como se mostré en el cultivo con SoloHill, la glucosa se agota bajo este
régimen y se compromete el estado metabdlico. Por otra parte, se encuentra reportado que
las células, ademés de proliferar sobre una misma superficie, tienen la capacidad de migrar
de un microcarrier a otro, reduciendo la necesidad de manipulacion de las células y el riesgo
de contaminacion [85] 91].

Una de las claves para lograr una transferencia exitosa del cultivo adherente en placas
al cultivo en microcarriers, es lograr mantener tasas de crecimiento y un estado metabélico
similar entre ambos tipos de cultivo, ya que esto afectara la cantidad de células que se puede
producir por unidad de tiempo y por ende la cantidad de tiempo que debe esperar un paciente
para recibir tratamiento. Como se mencion6 anteriormente, los cultivos suplementados con
FBS muestran un aumento importante en el tiempo de duplicaciéon, de 31 horas. En contraste,
el lisado de plaquetas ha demostrado ser mas efectivo en el proceso de transferencia del cultivo
a suspension. De acuerdo con la literatura, es capaz de mantener las tasas de proliferacion,
si presentar diferencias significativas [92], por lo que serfa importante comprobarlo.

Adicionalmente, esta reportado que el perfil de consumo de aminoécidos presenta diferen-
cia significativas en adherencia y suspension |66], por lo que propone optimizar el medio de
cultivo por medio de andlisis de flujo metabolico (MFA). Esta herramienta permite estimar
los flujos metabdlicos y dilucidar algunos mecanismos celulares [93]. Estableciendo la sintesis
de biomasa, ademas de las tasas especificas de consumo y produccion de glucosa, lactato,
amonio y aminoacidos (escenciales y no escenciales), se podria construir un modelo simpli-
ficado del metabolismo central del carbono de estas células y con esto, disenar un medio de
cultivo que se ajuste a los requerimientos celulares y estimule la proliferacion.

Una de las posibles estrategias para poder expandir las células, es aislar las células me-
senquimales, desde el tejido adiposo y subcultivarlas hasta que alcancen una concentracion
para inocular un spinner entre 0,10 — 0,20 - 10° [cel/ml|. Desde aqui se puede aumentar
progresivamente el volumen del cultivo, hasta alcanzar un total de 1 — 10 - 10° células. En
las condiciones actuales, para el cultivo en microcarrier Cytodex suplementado con suero
bovino fetal, se necesitarian entre 2,7 y 27 litros de cultivo para poder tratar a un paciente.
Por otra parte, si se lograra corroborar la mantenciéon de los parametros cinéticos de lisado
de plaquetas, se reduciria a un cultivo entre 1,9 y 19 litros. En este punto seria importante
evaluar ademés de la cantidad de células, el estado de senescencia del cultivo, porque las
células tienden a perder sus caracteristicas terapéuticas luego de sucesivos pasajes.
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Conclusion

La caracterizacion del cultivo adherente mostré que no era factible llevar directamente el
cultivo a suspension debido a que el tiempo de duplicacion era cercano a 9 dias y la biomasa
producida no era suficiente para realizar pruebas en suspension. Para optimizar el crecimiento
del cultivo adherente se testearon 5 medios de cultivo. El estudio mostré que las células debian
ser alimentadas con un medio bajo en glucosa, ya que la alta disponibilidad de aztcar tiene
un efecto negativo la tasa de proliferacion. La presencia de de nucledsidos parece ser un
factor importante en el crecimiento, al igual que la concentraciéon aminoacidos. Sin embargo
no fue posible determinar el perfil 6ptimo, por lo que sugiere realizar un estudio de consumo
y produccion de aminoacidos. Por otra parte, se establecié que las células son sensibles al
estrés oxidativo y el efectos adversos se pueden reducir agregando antioxidantes, ya que atn
no es posible regular la presion parcial de oxigeno. El medio a-MEM suplementado con una
mezcla de antioxidantes mostré el mejor desempeno. El tiempo de duplicacion se redujo a 23
horas, la biomasa alcanzé un méximo de 0, 38-10° [cel /ml], un 316,66 % mas que la condicién
basal y también se mostré una mejora en el estado metabolico. Las células cultivadas en este
medio cumplen con la expresion marcadores de membrana minimos establecidos por la ISCT.

En cuanto al uso de surfactantes, las células mostraron una disminucién en la biomasa
total el utilizar Pluronic F68. Para el PEG8000 se observo una buena tolerancia, por lo que
se utilizo para proteger a las células de los esfuerzos de corte en el cultivo en suspension. Por
otra parte, el uso de medios libres de calcio, permiten la formaciéon de agregados en placas
no adherentes pero no su crecimiento. Esto indica que las células son dependientes de calcio
y anclaje para su expansion.

Dentro de las metodologias de adaptacion a suspension, no fue posible proliferar el cultivo
en esferoides. Las células tienden a formar agregados de células con ntucleos necroéticos, cuya
viabilidad decae en el tiempo. Esto se atribuye principalmente a la pérdida de adherencia
y a los esfuerzos de corte generados por la agitacion. Antes de descartar esta alternativa
de cultivo, se podrian realizar pruebas suplementado el cultivo con algiin inhibidor de la
apoptosis o cambiando la configuracion del spinner, agregando aspas al impeller.

Por otra parte, se logr6 expandir las células en suspension mediante el uso de microcarriers.
Se probaron dos tipos disponibles en el mercado: SoloHill y Cytodex 3, en ambos casos
el tiempo de duplicacién aumento a 55 horas y los pardmetros cambiaron negativamente
respecto al cultivo adherente. Si bien ambas superficies presentan cubierta de coldgeno, los
microcarrier Cytodex tuvieron una mejor eficiencia de pegado (75%) en contraste con los
SoloHill que solo llegaron a un 40 %, lo indica que el material del nucleo también afecta
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el desarrollo del cultivo. Luego de 10 dias de cultivo, los microcarrier Cytodex alcanzaron
una biomasa similar al cultivo en placa (0,37 - 10° [cel/ml]) por lo que seleccioné como el
sistema de expansion de las células. Sin embargo, se plantea la necesidad de estudiar el uso
de microcarrier SoloHill a una mayor densidad, ya que bajo las instrucciones del fabricante
la superficie en cultivo es una 4 parte de la que se utiliza con los Cytodex, pero la biomasa
final es solo un 50 % menor.

Durante la etapa de cosecha, el TrypLE mostro ser un método mas eficiente y barato para
separar las células de los microcarriers, recuperando el 89 % de las células en 30 minutos.
El cultivo resultante mostrd propiedades adherentes, se diferenci6 a los linajes adipogénico,
condrogénico y osteogénico, ademas de tener los marcadores inmunofenotipicos adecuados.
Por lo tanto, tanto el sistema como el medio de cultivo son adecuados para la propagacion
de las células.

Tomando en cuenta que las células serdn ocupadas en terapia celular, se necesitan buscar
alternativas zeno-free tanto para lo microcarriers como para el suero. En particular, este
altimo, puede ser reemplazado por lisado de plaquetas humano. En cultivo adherente, mostré
el mejor desempeno de todas las propuestas de medio de cultivo tanto en la proliferacion,
como en el estado metabolico. Dicho esto, se hace necesario verificar la mantencion de los
parametros de cultivo en el proceso de transferencia de las células a suspension.

Los resultados presentados permiten disenar preliminarmente un sistema en suspension. A
diferencia del cultivo adherente, este método tiene la ventaja de ser escalable, pero la principal
limitante continia siendo la superficie disponible. La alternativa mas simple de escalamiento
es aumentar el volumen de alimentacion, manteniendo la concentracién de microcarriers en
cultivo. En base a esto, actualmente se necesitarian entre 2,7 y 27 litros de cultivo, desde
células madres recuperadas de lipoaspirado, para poder realizar algin tipo de aplicacion
terapéutica. En trabajos futuros se pueden estudiar regimenes de alimentaciéon y factores
senescentes con el fin de optimizar la produccion de las células.

El desarrollo de un proceso estandarizado de expansiéon en un corto periodo de tiempo,
es fundamental en la produccién clinica de células mesenquimales para su uso en terapias
seguras y eficientes. En este contexto, si bien este trabajo tuvo un caracter exploratorio,
permitié6 mejorar los pardmetros de crecimiento, reducir significativamente los tiempos de
expansion, aumentar la productividad y entregar directrices en el escalamiento del cultivo.
Los resultados son prometedores e indican que es posible satisfacer los requerimientos para
realizar de terapia celular, por lo que se podria evaluar potencial terapéutico de las células o
incluso aplicar este sistema en la expansion de otros tipos de células madre.
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Composicién medios de cultivo

Tabla 7: Composiciéon medios de cultivo DMEM, DME-
M/F12 y a - MEM (Gibco)

Componentes DMEM DMEM/F12 «- MEM
lg/L] lg/L] lg/L]
Sales Inorganicas
CaCl, 0,2 0,116 0,2
CuSOy4 - 5bH,0O - 0,0000013 -
Fe(NO3)s - 9H,0 0,0001 0,00005 -
FeSO,4 - 7TH,0 - 0,000417 -
MgCl, - 4H50 - 0,02864 -
MgSO4 0,09767  0,04884 0,09767
KCl 0,4 0,3118 0,4
NaCl 6,4 6,996 6,8
NayHPO, - 0,07102 -
NaH,PO, 0,109 0,0543 0,122
Z/mnSQOy, - TH,0 - 0,000432 -
Aminoacidos
L - Acido Aspartico - 0,00665 0,03
L - Acido Glutamico - 0,00735 0,075
L - Alanina - 0,00445 0,025
L - Arginina 0,084 0,1475 0,105
L - Asparagina - H,O - 0,0075 0,05
L - Cisteina - 2HCI 0,063 0,03129 0,0313
L - Cisteina - HCI - HyO - 0,01756 0,1
L - Fenilalanina 0,066 0,03548 0,032
Glicina 0,03 0,01875 0,05
L - Glutamina 0,584 0,365 0,292
L - Histidina 0,042 0,03148 0,042
L - Isoleucina 0,105 0,05447 0,052
L - Leucina 0,105 0,05905 0,052
L - Lisina - HCI 0,146 0,09125 0,0725
L - Metionina 0,03 0,01724 0,015
L - Prolina - 0,01725 0,04
L - Serina 0,042 0,02625 0,025
L - Tirosina - 2Na -2H,O 0,104 0,05579 0,0519
L - Treonina 0,095 0,05345 0,048
L - Triptofano 0,016 0,00902 0,01
L - Valina 0,094 0,05285 0,046
Vitaminas
Acido ascorbico - - 0,05
Acido félico 0,004 0,00265 0,001
D - Acido pantoténico 0,004 0,00224 0,001
D - Biotina - 0,0000035 0,0001
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Tabla 7: Composicion medios de cultivo DMEM, DME-
M/F12 y a - MEM (Gibco)

Componentes DMEM DMEM/F12 «- MEM
lg/L] lg/L] lg/L]
Cloruro de colina 0,004 0,00898 0,001
Mioinositol 0,0072 0,0126 0,002
Niacinamida 0,004 0,00202 0,001
Piridoxal - HCI - - 0,001
Piridoxina - HCI 0,004 0,002031 -
Riblofavina 0,0004 0,000219 0,0001
Tiamina - HCI 0,004 0,00217 0,001
Vitamina B12 - 0,00068 0,00136
Otros
Acido linoleico - 0,000042 -
Acido lipoico - 0,000105 0,0002
Acido pirtavico - Na 0,11 0,055 0,11
Adenosina - - 0,01
Citidina - - 0,01
2’- Deoxiadenosina - - 0,01
2’- Deoxicitidina - HCI - - 0,011
2’- Deoxiguanosina - - 0,01
Guanosina - - 0,01
Hipoxantina - 0,0024 -
Putrascina - 0,000081 -
Timidina - 0,000365 0,01
Uridina - - 0,01
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