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OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO Y MEJORA EN
LA PROLIFERACIÓN DE CÉLULAS MADRE MESENQUIMALES

DERIVADAS DE TEJIDO ADIPOSO HUMANO

Las células madre derivadas de tejido adiposo humano (hASC) son células multipotentes
de gran interés en medicina regenerativa. Para tener efectos terapéuticos se requieren dosis
de cientos de millones de células, sin embargo, esas cantidades no pueden ser aisladas desde
tejido graso. Por lo anterior, se han desarrollado distintas estrategias para expandir hASC in
vitro: cultivos 2-D y 3-D, condición de hipoxia, y enriquecimiento del medio de cultivo.

El objetivo general del presente trabajo es incrementar la cinética de crecimiento de hASC
explorando el enriquecimiento del medio de cultivo y las condiciones de normoxia e hipoxia,
conservando las propiedades fenotípicas y el potencial de diferenciación de células madre
mesenquimales. En particular, el medio de cultivo basal utilizado fue α-MEM antiOX (con
antioxidantes) desarrollado en el trabajo de Lorna León, y para el enriquecimiento se utilizó
piruvato y nicotinamida. El piruvato actúa como nexo entre la glicólisis y el ciclo tricarboxí-
lico, mientras que la nicotinamida es utilizada como precursor de NAD+.

Se montaron cultivos en monocapa con concentraciones de piruvato y nicotinamida entre
1 a 10 mM de acuerdo a un Diseño de Experimentos en hipoxia (5 % O2) y normoxia (∼21 %
O2). Se caracterizó la cinética de crecimiento y el metabolismo de la población celular de cada
cultivo, y se utilizó el fold change del número de células desde el inicio de la fase exponencial
hasta el inicio de la fase estacionaria para ser ajustado a un Modelo de Superficie de Res-
puesta y encontrar una combinación óptima de concentraciones de piruvato y nicotinamida
dentro del dominio experimental en normoxia e hipoxia.

Se observó que el piruvato y la nicotinamida poseían efectos sobre el crecimiento y meta-
bolismo de hASC tanto en normoxia como en hipoxia. De acuerdo a los Modelos de Superficie
de Respuesta, se determinó que las concentraciones óptimas correspondían a 6,29 mM piru-
vato y 6,37 mM nicotinamida en normoxia, y 3,82 mM de piruvato y 2,8 mM nicotinamida
en hipoxia. Al probar el medio α-MEM antiOX enriquecido en piruvato y nicotinamida se
obtuvo un mejor desempeño en el crecimiento de hASC y una mayor eficiencia en el aprove-
chamiento de los nutrientes respecto a la condición basal, reportando un fold change de 6,22
en normoxia y 5,2 en hipoxia, y un rendimiento de lactato a partir de glucosa más piruvato
de 1,14 en normoxia y 1,32 en hipoxia.

Considerando que la condición normóxica demostró ser más favorable para el crecimiento
de hASC, se realizaron pruebas de inmunotipificación de marcadores de superficie y pruebas
de diferenciación, mostrando que las hASC cultivadas en medio α-MEM antiOX enriquecido
conservan sus propiedades fenotípicas y el potencial de diferenciación. Finalmente, el cultivo
fue escalado a suspensión con microcarriers Cytodex® 1 donde no se obtuvieron resultados
satisfactorios, por lo que eventualmente se recomienda repetir el experimento.
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OPTIMIZATION OF CULTURE CONDITIONS AND IMPROVEMENT OF
PROLIFERATION OF HUMAN ADIPOSE-DERIVED STEM CELLS

Human adipose-derived stem cells (hASC) are multipotent cells of great interest in re-
generative medicine. To have therapeutic effects, doses of hundreds of millions of cells are
required, however, these amounts cannot be isolated from fatty tissue. Therefore, different
strategies have been developed to expand hASC in vitro: 2-D and 3-D cultures, hypoxic con-
dition, and enrichment of the culture media.

The main objective of this work is to increase the growth kinetics of hASC by exploring
the enrichment of the culture medium and the conditions of normoxia and hypoxia, maintai-
ning the phenotypic properties and the differentiation potential of mesenchymal stem cells.
In particular, the basal culture media used was α-MEM antiOX (with antioxidants) develo-
ped in the work of Lorna León, and pyruvate and nicotinamide were used for enrichment.
Pyruvate acts as a link between glycolysis and the tricarboxylic cycle, while nicotinamide is
used as a precursor to NAD+.

Monolayer cultures were performed with concentrations of pyruvate and nicotinamide bet-
ween 1 to 10 mM according to a Design of Experiments in hypoxia (5 % O2) and normoxia
(∼21 % O2). The growth kinetics and metabolism of the cell population of each culture were
characterized, and the fold change of cell number from the start of the exponential phase to
the start of the stationary phase was used to be adjusted to a Response Surface Model to
find an optimal combination of pyruvate and nicotinamide concentrations within the experi-
mental domain in normoxia and hypoxia.

Pyruvate and nicotinamide had effects on hASC growth and metabolism in both normo-
xia and hypoxia. According to the Response Surface Models, the optimal concentrations in
normoxia were 6.29 mM pyruvate and 6.37 mM nicotinamide, and in hypoxia they were 3.82
mM pyruvate and 2.8 mM nicotinamide. When testing the enriched α-MEM antiOX media
with pyruvate and nicotinamide, a better performance was obtained in the growth of hASC
and greater efficiency in the use of nutrients compared to the basal condition, reporting a
fold change of 6.22 in normoxia and 5.2 in hypoxia, and a lactate yield from glucose plus
pyruvate of 1.14 in normoxia and 1.32 in hypoxia.

Considering that the normoxic condition was the most favorable for the growth of hASC,
immunophenotyping tests of surface markers and differentiation tests were performed. hASC
kept in enriched α-MEM antiOX media maintaining their phenotypic properties and differen-
tiation potential. Finally, the culture was scaled to suspension with Cytodex® 1 microcarriers.
Satisfactory results were not obtained, so it is recommended to repeat the experiment even-
tually.
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Capítulo 1

Introducción
Las Células Madre derivadas de tejido Adiposo Humano o hASC (por sus siglas en inglés),

son células multipotentes adultas que residen en un nicho perivascular [1], las cuales desde
que fueron aisladas de la Fracción Vascular Estromal por primera vez por Zuk et al. [2],
se han posicionado como una promesa en la ingeniería de tejidos, medicina regenerativa, y
terapia celular [3, 4], mostrando homing en los tejidos dañados, efectos inmunomoduladores,
generación de microambientes favorables para la regeneración gracias a la liberación de se-
cretoma adiposo, y diferenciación en distintos tipos celulares [5].

Dentro de las posibilidades de especialización celular, poseen la capacidad de diferenciarse
en osteoblastos, adipocitos y condroblastos, por lo que las hASC entran en la clasificación de
Células Madre Mesenquimales (MSC), las cuales se originan a partir de pericitos y se liberan
de la membrana basal que envuelve los vasos sanguíneos al perder su anclaje perivascular [6].
Además, posee la capacidad de adherirse al plástico mostrando una morfología fibroblastoide
[7], y presenta un perfil de expresión de antígenos de superficie característico determinado
por citometría de flujo: CD45−, CD235a−, CD31−, CD13+, CD29+, CD44+, CD73+, CD90+

y CD105+. Estas 3 propiedades (potencial de diferenciación, dependencia de anclaje y mar-
cadores de superficie) son los criterios mínimos para tipificar a las hASC según La Federación
Internacional de Terapias y Ciencias Adiposas (IFATS) y la Sociedad Internacional de Tera-
pia Celular (ISCT) [8].

El tejido graso puede ser extraído desde desechos quirúrgicos, por ejemplo, de los proce-
dimientos de cirugía estética de dermolipectomía abdominal, técnicas que son poco invasivas
y permiten colectar un tejido a partir del cual es posible aislar las células con un alto rendi-
miento [9]. Por lo anterior, el tejido adiposo ha pasado a ser una mejor alternativa de reserva
de células madre en comparación a la médula osea, mostrando una frecuencia celular 500
veces mayor en ensayos de clonogenicidad a partir de 1 g de tejido [10]. En particular, a
partir de 1 g de lipoaspirado es posible aislar 0,5-2 millones de células nucleadas de las cuales
el 1-10 % son hASC [11], sin embargo, para tener efectos terapéuticos se requieren del orden
de 200 millones de MSC [12] hasta billones de células [13], frente a lo cual una alternativa es
cultivarlas y expandirlas in vitro hasta alcanzar cantidades pre-clínicas y clínicas [14, 15].

En particular, las células madres pueden ser expandidas in vitro por medio de 2 estrategias:
sistema “scale-out” y sistema “scale-up” [16]. El sistema “scale-out” consiste en mantener el
tamaño del cultivo (superficie y/o volumen) y aumentar el número de unidades en paralelo
utilizando convencionalmente placas de cultivo en 2-D, mientras que el sistema “scale-up”
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consiste en aumentar el tamaño del cultivo (volumen y/o superficie) a medida que el número
de células asciende utilizando convencionalmente cultivos 3-D [16, 17]. En particular, utili-
zado cultivos 2-D se ha podido alcanzar 540 millones de hASC en una factoría de células
de 36 pisos [18], mientras que utilizando cultivos 3-D estáticos se ha podido alcanzar 605
millones de hASC en un biorreactor comercial (Quantum Cell Expansion System) de fibra
hueca (hollow fibers) [19, 20], y en cultivos 3-D dinámicos se ha podido obtener hasta 1.600
millones de hASC en un biorreactor de un solo uso (BioBLU® 5c Single-use Vessels) utili-
zando microcarriers [21].

De todas formas, la proliferación de hASC posee una cinética baja, donde se han estima-
do tiempos de duplicación de 45 horas que se incrementan considerablemente a 55-90 horas
desde el 6° pasaje del cultivo [22]. Además, la cinética de crecimiento de MSC depende de
las características de los donantes [12]. Se ha reportado, por ejemplo, que MSC provenientes
de diferentes donantes alcanzan distintas densidades celulares máximas aunque crezcan bajo
la misma estrategia y parámetros de cultivo [12]. Por otro lado, las MSC no son capaces
de proliferar infinitamente sino que se estima que posterior a las 30-40 duplicaciones entran
en un estado de senescencia replicativa generando heterogenicidad del cultivo celular tanto
morfológicamente (más grandes y aplanadas), fenotípicamente (alteración en la expresión de
marcadores de superficie) y funcionalmente (alteración en el potencial de diferenciación) [23].

Por lo anterior, a pesar de que existan tecnologías atractivas para la producción a gran
escala de MSC es necesario optimizar y estandarizar una serie de variables para el desarrollo
de un bio-proceso de alto rendimiento [12]. En particular, para la manufactura de productos
derivados de MSC se puede aplicar el concepto de “Calidad desde el Diseño” o Quality-
by-Design (QbD) [24], un enfoque científico basado en el diseño de procesos relacionando
propiedades del producto y parámetros/condiciones de operación con la calidad final del pro-
ducto [24, 25]. El enfoque QbD define: el Perfil de la Calidad del Producto Objetivo (QTPP),
por ejemplo, la dosis terapéutica de MSC; los Atributos Críticos de Calidad (CQA), por ejem-
plo, cantidad y viabilidad de MSC; los Parámetros Críticos del Proceso (CPP) y Atributos
de los Materiales (MA), por ejemplo, niveles de metabolitos en el cultivo; el Espacio de Di-
seño que optimice los CQA, utilizando modelos estadísticos y/o de sistemas celulares; y la
Estrategia de Control para mantener las operaciones dentro del espacio de diseño [24, 25, 26].

De esta forma, integrando tecnologías de expansión celular 2-D y 3-D junto con el uso de
modelos matemáticos propuestos por el QbD para mejorar las condiciones de cultivo, sería
posible optimizar la producción de hASC para alcanzar cantidades significativas para su uso
terapéutico.
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Capítulo 2

Objetivos y limitaciones

2.1. Objetivos
General:

Incrementar la cinética de crecimiento de células madre mesenquimales derivadas de tejido
adiposo humano mediante el enriquecimiento del medio de cultivo y el uso de condiciones de
normoxia e hipoxia, conservando las propiedades fenotípicas y el potencial de diferenciación
de las células.

Específicos:

1. Evaluar el impacto de distintas concentraciones de piruvato y nicotinamida sobre el
crecimiento y el metabolismo de hASC cultivadas en monocapa bajo normoxia e hipoxia.

2. Maximizar la proliferación de hASC cultivadas en monocapa bajo normoxia e hipo-
xia utilizando medio enriquecido en piruvato y nicotinamida, y seleccionar las mejores
condiciones de cultivo.

3. Corroborar la mantención de las características fenotípicas y del potencial de diferen-
ciación de hASC cultivadas en monocapa en el medio enriquecido bajo la condición de
oxígeno seleccionada.

4. Estudiar el desempeño del medio enriquecido en un cultivo en suspensión de hASC bajo
la condición de oxígeno seleccionada.

2.2. Limitaciones

• Debido al acotado tiempo para la realización del trabajo de tesis, no se probará el
enriquecimiento de componentes adicionales al piruvato y nicotinamida en el medio de
cultivo, evitando la realización de gran cantidad de experimentos y el uso excesivo de
materiales.

• La metodología de optimización puede mostrar un óptimo local y no necesariamente
uno global, por lo tanto, la determinación de las concentraciones óptimas de piruvato y
nicotinamida quedará sujeta a la definición del dominio experimental.
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• Los estados metabólicos de hASC se estudiarán únicamente con las concentraciones de
sustratos y metabolitos en el medio de cultivo, por lo tanto, la discusión respecto a
reacciones de vías metabólicas intracelulares quedará sujeta a la interpretación de las
tasas de consumo y producción de los componentes medidos en el medio de cultivo.

• La medición de concentración de piruvato y nicotinamida en el medio de cultivo estará
limitada a los reactivos de cuantificación disponibles y al correcto uso de los mismos.
Por lo anterior, en los cultivos donde no será posible medirlos, no se podrá confirmar ni
descartar que corresponden efectivamente a sustratos consumidos por hASC. De todas
formas, el impacto del enriquecimiento del medio de cultivo si será evaluado mediante
la estimación de parámetros de crecimiento y metabolismo celular.
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Capítulo 3

Marco teórico

3.1. Metabolismo de células madre
Las células madres poseen un metabolismo glucolítico elevado, lo cual se da para obtener

un mayor aprovechamiento de la glucosa en vías biosintéticas en la generación de una nueva
célula, y no oxidar la fuente de carbono completamente en CO2, fenómeno denominado gli-
cólisis aeróbica o Efecto Warburg [27], que fue descrito por primera vez por Otto Warburg
et al. en 1927 estudiando el comportamiento metabólico de las células tumorales [28].

El alto flujo glicolícito permite generar intermediarios de vías anabólicas como la glucosa-
6-fosfato para la ruta de las pentosas fosfato (PPP), el 3-fosfoglicerato para la formación de
aminoácidos como serina y metionina, la dihidroxiacetona fosfato para la síntesis de lípidos, la
fructosa-6-fosfato para la biosíntesis de hexosamina utilizada en la glicosilación de proteínas,
junto con ATP y piruvato como moléculas energéticas [29, 30]. Además de aportar bloques
de construcción para macromoléculas, por medio de una glicólisis elevada existe una mayor
generación de precursores de antioxidantes provenientes de la PPP, los cuales actúan como
especies citoprotectoras al minimizar las especies reactivas de oxigeno (ROS) [32].

Posterior a la glicólisis, se estima que el 5-10 % del piruvato se desvía a la mitocondria
mientras que el 85 % es convertido a lactato y exportado fuera de la célula por el traspor-
tador de monocarboxilato 4 (MCT 4), lo que disminuye las contribuciones al ciclo del ácido
tricarboxilico (TCA) y la fosforilación oxidativa (OxPhos) [33]. Esto puede deberse a: una
sobreexpresión de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) que convierte el piruvato en lac-
tato en el citosol para producir nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+) utilizada en la
glicólisis [34]; una regulación a la baja de la expresión de la enzima piruvato deshidrogenasa
(PDH) encargada de convertir el piruvato en acetil-coenzima A (acetil-CoA) en la mitocon-
dria [30]; y una sobreexpresión de la proteína desacopladora mitocondrial 2 (UCP2) presente
en la membrana interna de la mitocondria que actúa como gatekeeper o guardián de la en-
trada de piruvato a la mitocondria [35] que se presume exporta el piruvato al exterior de la
mitocondria [36], o exporta intermediarios del ciclo del TCA (oxaloacetato y otros), lo cual
regula negativamente la captación y oxidación del piruvato a acetil-CoA [37].

El piruvato que logra entrar al compartimento mitocondrial se transforma en acetil-CoA
y posteriormente en citrato, el cual se exporta en gran medida al citosol para la síntesis de
novo de ácidos grasos [30], de hecho en cultivos celulares, el acetil-CoA derivado de la gluco-
sa es la principal fuente de carbono para la biosíntesis de lípidos [38]. En particular, en las
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células madre pluripotentes embrionarias la enzima aconitasa 2 (ACO2) del ciclo del TCA
está regulada a la baja, provocando que la conversión de citrato a α-cetoglutarato (α-KG)
esté altamente limitada [30, 31]. Por lo anterior, se recurre a glutamina que ingresa a la célula
a través del transportador de aminoácidos neutros acoplado a sodio 1 (SNAT-1) y el trans-
portador de aminoácidos 2 del sistema alanina-serina-cisteína (ASCT-2) vía co-transporte
con sodio (Na+) [39, 40] y es hidrolizada a glutamato por la enzima glutaminasa, y luego es
transformada en α-KG por una desaminación o transaminación [41], lo cual permite comple-
tar el último tramo del ciclo del TCA [30].

El rol canónico del ciclo del TCA es generar factores reductores y donantes de electrones
(NADH y FADH2) para suministrar la cadena transportadora de electrones (ETC) y la sín-
tesis de ATP mediante OxPhos [42], sin embargo, complementariamente a la generación de
energía, mantiene un equilibrio entre la anapleurosis que involucran reacciones para reponer
los intermediarios del ciclo del TCA utilizando principalmente piruvato y glutamina, y la
cataplerosis que involucran procesos mediante los cuales se pueden extraer intermediarios
parcialmente oxidados para vías anabólicas, entre ellas, biosíntesis de lípidos, aminoácidos y
nucleótidos, así como modificación post-traduccional de proteínas [42]. Este balance es crítico
para la regulación de las funciones de células madre [42].

La Figura 3.1 resume el metabolismo central de células madre.

Figura 3.1: Metabolismo de células madre. La glucosa es utilizada para la
biosintesis de nucleótidos, aminoácidos, y hexoamina. El piruvato es alta-
mente reducido a lactato para restaurar el NAD+ y mantener el flujo gli-
colítico, mientras que el piruvato que entra al ciclo del TCA es convertido
en citrato para la síntesis de lípidos. El ciclo del TCA se completa por el
ingreso de glutamina que da origen al α-KG. Adaptado de [30].

6



3.1.1. Estado quiescente, proliferativo y diferenciado
La mayoría de las células madre adultas permanecen en un estado de quiescencia sin di-

vidirse a menos que exista un estímulo estresante o una lesión y respondan entrando al ciclo
celular, proliferando y diferenciándose en linages específicos para reparar el tejido [29, 43] (ver
Figura 3.2), incluso se ha reportado que algunas células madre en estado quiescente llegan a
duplicarse cada 4-5 meses [44]. Las células madre quiescentes por lo general residen en entor-
nos hipóxicos en lo profundo de los tejidos y exhiben una actividad glucolitica elevada y una
actividad miticondrial baja lo cual permite minimizar la producción de ROS generados en
OxPhos, prevenir un estrés oxidativo, y garantiza la mantención de las células madre a largo
plazo [29, 43, 45]. Este metabolismo característico es mediado por una sobreexpresión del
factor inducible por hipoxia (HIF), un factor de trascripción que regula al alza la expresión
de las piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) 2 y 4 que fosforila e inactiva a la PDH [43, 44].

La transición de un estado quiescente a uno proliferativo se asocia a un aumento de la
biogénesis mitocondrial y el nivel de OxPhos para satisfacer una mayor demanda energética
[45]. Esta transición además está caracterizada por la migración de un nicho hipóxico a un
ambiente rico en oxígeno [43]. Se ha reportado que hMSC cultivadas en normoxia dependen
de OxPhos y de un alto consumo de oxígeno, y muestran una elevada tasa proliferativa [43].
En particular, la presencia de oxígeno aumenta la actividad mitocondrial y la producción de
ROS que se cree induce la proliferación de células madre [29, 43, 44], y la diferenciación [44],
sin embargo, aberrantes niveles de ROS pueden provocar daños en el ADN, envejecimiento
de las células madre [44], y apoptosis [43].

En un ambiente con mayor tensión de oxígeno, lo niveles de HIF disminuyen por una
degradación proteasómica, lo que a su vez reduce la expresión de las PDK 2 y 4 favoreciendo
la oxidación del piruvato en acetil-CoA, el cual alimenta el ciclo del TCA [43]. Paralelamente,
las PDK están reguladas alostéricamente por las moléculas de piruvato, ATP, AMP, acetil-
CoA y NADH [46, 47]. En particular, las proporciones bajas de ATP/ADP, acetil-CoA/CoA
y NADH/NAD+ inhiben las PDK [46], de esta forma, la PDH y el destino del piruvato
también dependen del contenido de metabolitos, los niveles de ATP y el estado redox [46].

Figura 3.2: Células madre quiescentes, proliferativas y diferenciadas. En es-
tado quiescente predomina la glicólisis debido a la actividad del HIF en
hipoxia con baja generación de ROS para mantener las propiedades tronca-
les (stemness). Fuera del nicho hipóxico, aumenta OxPhos y los niveles de
ROS, que estimulan la proliferación y diferenciación. Adaptado de [43].
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3.2. Medios de cultivo para células madre
Para garantizar un rápido crecimiento de células madre in vitro manteniendo su fenoti-

po y potencial de diferenciación es necesario identificar formulaciones de medio de cultivo
apropiadas [48, 49]. A continuación, se describen algunos medios de cultivo basales utilizados
para la expansión de MSC:

• Dulbecco’s Modified of Eagle’s Medium (DMEM): fue formulado en sus inicios
para la propagación de partículas virales [49, 50], sin embargo, ha sido ampliamente
utilizado para la expansión de hMSC [51]. Este medio es una modificación a la formu-
lación desarrollada por Eagle (Minimum Essential Medium -MEM-) [50, 52] donde se
cuadruplica la concentración de 13 aminoácidos “esenciales” y 8 vitaminas [50]. El medio
DMEM comercial puede contener 5,5 mM o 25 mM de glucosa [53, 54].

• Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM): fue formulado inicialmente para
el crecimiento de linfocitos e hibridomas [55], pero se ha utilizado en la expansión de
MSC [56, 57]. Es una modificación de DMEM con adición de selenio, y más aminoácidos,
vitaminas y sales inorgánicas [55, 58], junto con buffer HEPES y piruvato de sodio [55].
El medio IMDM comercial puede contener 25 mM de glucosa [59].

• Medio Ham’s F12 (F12): fue formulado inicialmente para el crecimiento de células
de Ovario de Hamster Chino (CHO) [49], y es utilizado en combinación con otros medios
para el crecimiento de MSC [48, 49]. Este medio es una modificación de la formulación
Ham’s F10 que utilizaba albúmina y fetuina, los cuales son cambiados por componentes
químicamente definidos (ácido linoleico y putrescina) [60, 61] para generar cultivos con
bajo contenido de suero [49]. El medio F12 comercial posee una concentración de glucosa
de 10 mM [62].

• DMEM/F12: es una mezcla 1:1 de los medios DMEM y F12 donde se aprovecha la
amplia gama de ingredientes presentes en F12, y la alta concentración de componentes
específicos en DMEM, lo que permite suplir los requerimientos nutricionales de múltiples
células [49, 60], incluidas las hMSC [49]. El medio DMEM/F12 comercial posee un
contenido de glucosa de 17,5 mM [63].

• Minimum Essential Medium Alpha (α-MEM): fue formulado inicialmente para
el cultivo de una línea celular hibrida de ratón y hamster [64], sin embargo, es uno de
los más utilizados para crecimiento de hMSC [51]. Es una modificación a la formulación
de Eagle donde se incorporan aminoácidos no esenciales, piruvato de sodio, vitaminas
como ácido ascórbico, biotina, y ácido fólico, además de nucleósidos [64, 65]. El medio
α-MEM comercial posee bajo contenido de glucosa al 5,5 mM [65].

• Medio StemPro™ XenoFree: fue formulado por Life Technologies™ para el creci-
miento de hMSC en un medio de cultivo libre de suero y xenógenos (xeno-free), es decir
sin componentes provenientes de animales [66]. hASC cultivadas en este medio de cultivo
ha mostrado tasas de proliferación elevadas manteniendo el potencial de diferenciación
y el perfil de expresión de marcadores de superficie [67].

Los medios de cultivo basales más utilizados para la expansión de MSC, de acuerdo a
reportes de ensayos clínicos (excluyendo xeno-free), son DMEM (baja glucosa) y α-MEM
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[57]. En la misma línea, según la tesis de Lorna León sobre cultivos de hASC, el medio de
cultivo α-MEM reporta las mayores tasas específicas de crecimiento y los menores tiempos
de duplicación [68].

La glucosa es uno de los componentes clave de los medios de cultivo basales, y es la prin-
cipal fuente de carbono para las MSC, la cual puede estar en concentraciones fisiológicas (5,5
mM) o superiores [56]. Se sabe que los ambientes con altos niveles de glucosa reducen la
capacidad proliferativa de células madre, donde se ha reportado que una exposición a hiper-
glicemia provoca alto contenido de ROS intracelular y senescencia celular [69]. La glutamina
es una segunda fuente de carbono que puede estar presente en concentraciones de 2–4 mM,
y es favorable para el crecimiento de las MSC [56]. Sin embrago, la glutamina es inesta-
ble a 37°C y se degrada espontáneamente formando amonio que posee efectos inhibitorios
sobre el crecimiento celular, por lo tanto, se recomienda utilizar GlutaMAX, un dipéptido
L-alanina-L-glutamina [56] que es más estable en soluciones acuosas [57].

3.2.1. Suero, reemplazo de suero animal, y medios libres de suero
Un suplemento importante de los medios de cultivo de MSC es el suero [56, 70, 71]. El

suero es una mezcla compleja de proteínas, factores de adhesión, factores de crecimiento, hor-
monas, ácidos grasos, lípidos, minerales, aminoácidos, y vitaminas [70, 72], que promueven la
adhesión celular (attachment) y la proliferación celular in vitro [70]. Los sueros más utilizados
son el suero fetal bovino (SFB) y suero fetal de ternera (SFT) en concentraciones de 10-20 %
v/v [71], sin embargo, también se ha utilizado medios con bajo contenido de suero (5 %)
reportando un crecimiento satisfactorio de MSC [71]. En particular, para la generación de
productos derivados de MSC, la reducción del contenido de suero permite reducir los costos
del proceso, simplifica el downstream processing y facilita la aprobación del producto [71].

El suero es un riesgo cuando las MSC se utilizan en aplicaciones clínicas, esto porque el
SFB y SFT provienen de animales pudiendo contener contaminantes (virus, priones, endoto-
xinas) y provocar inmunogenicidad y alergenicidad [56, 70, 72]. Además, al ser una mezcla
compleja que varia de lote a lote [56, 70], existen variables desconocidas que dificultan la
estandarización del proceso [70] y la reproducibilidad del rendimiento del cultivo [72]. Una
alternativa, es reemplazar el suero de origen animal por suero de origen humano y sus de-
rivados como el lisado de plaquetas, sin embargo, posee las mismas limitaciones al ser lote
dependiente [56]. Por lo anterior, la alternativa más conveniente es el uso de formulaciones
libres de suero y formulaciones químicamente definidas [56, 70], suplementando, por ejemplo,
con albúmina de suero humano, transferrina humana, insulina humana, entre otros [70].

3.2.2. Antioxidantes
Los antioxidantes son suplementos bioquímicos que protegen a las células del estrés oxi-

dativo neutralizando radicales libres y peróxidos [73]. En particular, las ROS son necesarias
para mantener la capacidad autoregenerativa de las células madre, sin embargo, altos niveles
causan daños en el ADN, ARN y proteínas celulares [73]. Las ROS se producen por reacciones
bioquímicas de las células, sin embargo, también pueden generarse por oxidación de algunos
componentes del medio de cultivo como flavonoides, tioles, polifenoles y ascorbato [72, 74].
Se ha reportado incluso que el peróxido de hidrógeno (H2O2) generado por oxidación del
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ascorbato puede reaccionar con otros compuestos del medio provocando su pérdida [74].

Entre algunos antioxidantes utilizados para reducir el estrés oxidativo en células madre se
encuentran: polietilenglicol (PEG) catalasa, N-acetil-L-cisteina (NAC), selenito, putrescina,
y etanolamina [73, 68, 75, 76, 77]. En particular, de acuerdo a la tesis de Lorna León, el NAC
(0,1 mM), el selenito de sodio (29 mM), la putrescina (0,018 mg/L) y la etanolamina (1,7
mM) poseen efectos favorables en el crecimiento de hASC [68].

3.3. Estrategias de bio-procesos para cultivos de células
madre

Las MSC son altamente sensibles a su entorno interactuando con células circundantes,
matriz extracelular (ECM), y moléculas bio-activas [56]. Los factores más influyentes en el
crecimiento, propiedades, y fenotipos específicos de interés de las células madre corresponden
a los Parámetros Críticos del Proceso (CPP) para la expansión in vitro de MSC [56]. Entre
algunos CPP se encuentran la superficie de crecimiento, condiciones de cultivo, y componentes
del medio de cultivo [56]. En esta sección, se muestran estrategias de bio-procesos para el
cultivo de células madre asociadas a los tres CPP mencionados anteriormente.

3.3.1. Cultivos 2-D y 3-D
Los métodos tradicionales para expandir células madre corresponden a técnicas de cultivo

en 2 dimensiones (2-D) o monocapa, y en 3 dimensiones (3-D) en multicapa o suspensión [78]
(ver Figura 3.3). A continuación, se especifican algunas de sus características:

• Cultivo en monocapa (2-D): se utilizan placas de cultivo de plástico donde las células
crecen en monocapa, y para escalar el sistema se requiere una rutina continua de pasa-
jes (passaging) [78], y/o una factoría de células de múltiples pisos utilizando matraces
de tipo T-flask uno sobre otro, formando unidades de 1 a 40 pilas [12]. En particular,
la trasferencia de masa de los nutrientes en cultivos en monocapa se basa únicamente
en la difusión, que es más ineficiente que la transferencia por convección [79, 80]. Esta
técnica de cultivo no permite alcanzar altas densidades celulares ni rendimientos, ade-
más puede haber alteraciones morfológicas, sin embargo, es útil para generar protocolos
estandarizados de ensayos de análisis desde microscopía hasta recuento celular [78].

• Cultivo 3-D: imita las interacciones in vivo entre las células y la matriz extracelular
(MEC) y se basan en el uso de biorreactores con condiciones de cultivo controladas
[78], los que pueden ser de tipo: lecho empacado (packed-bed), donde las MSC crecen en
multicapa sobre una cama de gránulos de poliestireno biocompatible, perlas de vidrio o
materiales fibrosos; fibra hueca (hollow fiber), donde las MSC crecen en multicapa entre
fibras semi-permeables imitando los capilares sanguíneos, donde el medio de cultivo
fluye en el interior de las fibras y difunde hacia el espacio intersticial; spinner flask,
donde las MSC crecen en suspensión con ayuda de un impulsor interno que permite la
agitación radial del medio de cultivo; y tanque agitado (stirred-tank), similar a spinner
flask pero con agitación radial y/o axial y a mayores escalas [71, 78, 79]. Las MSC que
crecen en suspensión pueden hacerlo adheridas sobre una superficie móvil en forma de
microcarriers o pueden formar agregados celulares en forma de esferoides [71].
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En ambas técnicas, se deben considerar las diferencias en las fuerzas motrices que go-
biernan la transferencia de masa en el medio, las cuales pueden limitar significativamente el
acceso a los nutrientes [80, 81, 82], y además se debe tener en cuenta que el anclaje sobre
distintas matrices ejerce una mecano-regulación sobre el comportamiento de las células, como
migración, diferenciación, proliferación, y el metabolismo celular [70, 83, 84]. Respecto a la
regulación del metabolismo, la adherencia a sustratos rígidos permiten la extensión de fibras
de actina que capturan la ubiquitina ligasa responsable de la degradación proteasomal de la
fosfofructoquinasa (PFK), lo que permite mantener la glicólisis [84].

Figura 3.3: Representación de técnicas de cultivo de células madre. A la
izquierda, cultivo en monocapa, y a la derecha, cultivo en suspensión. Adap-
tado de [78].

3.3.1.1. Cultivos en suspensión con microcarriers y esferoides

Los microcarriers son perlas pequeñas que tienen un diámetro de 90-380 µm [71] y ofrecen
una gran superficie por volumen para células que son dependientes de anclaje (ver Figura 3.4)
[78, 12], y se han utilizado en concentraciones que van desde 1 g/L hasta 32 g/L para cultivos
de hMCS [80]. Los microcarriers disponibles comercialmente están hechos de varios materia-
les (ver Tabla 3.1), siendo el poliestireno y dextrano los más utilizados [85]. En particular,
las perlas de poliestireno como SoloHill® (Sartorius© ) y de dextrano como Cytodex® 1 y
3 (GE Healthcare) brindan especificaciones precisas y pruebas de control de calidad, por lo
tanto, son los más preferidos, por ejemplo, para el cultivo de células madre pluripotentes [85].

Los tamaños de microcarriers mayormente preferidos para el cultivo de células madre os-
cilan entre 100 y 250 µm. En particular, los más pequeños se pueden utilizar en cantidades
más elevadas al interior de un biorreactor generando un área de superficie de crecimiento ma-
yor en comparación con los microcarriers más grandes. Sin embargo, los microcarriers más
grandes como Cytodex® 1 y 3 reducen el riesgo de agregación de los mismos favoreciendo
así la proliferación [85]. Una alternativa para evitar la agregación de las células es adicionar
periódicamente microcarriers frescos al cultivo para aumentar la superficie de crecimiento y
favorecer la migración de las células hacia los microcarriers “ desnudos” [80].

La adhesión (attachment) de las células a los microcarriers durante la inoculación del
cultivo en suspensión es una etapa crítica considerando que la adhesión es más compleja en
comparación a placas de cultivo 2-D principalmente por la curvatura de su superficie [80] (ver
Tabla comparativa 3.2). En particular, los microcarriers Cytodex® 1 han mostrado tener la
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mejor eficiencia para la adhesión de células madre de médula ósea (hBSC) [13]. Además de
la adhesión celular a los microcarriers, también es crítica una correcta colonización de los
mismos donde se evalúa la tasa de utilización de la superficie de cultivo, la que podría afectar
el rendimiento celular final [13]. Por lo general, durante la inoculación se utiliza una tasa de
colonización de 3-6 células por microcarrier o 3.000-5.000 cel/cm2 [13]. De todas formas, si
se desea aumentar la eficiencia de colonización se recomienda inocular una mayor cantidad
de células madre en vez de disminuir el número de microcarriers en el cultivo [13].

Para mejorar la adhesión celular en cultivos en suspensión con microcarriers se ha utili-
zado la agitación intermitente que ha demostrado ser más eficiente que la agitación continua
posterior a la inoculación [13, 79]. Se ha reportado que utilizar un patrón de 3 min de
agitación seguido de 27 min de reposo (durante 24 h) mejora la eficiencia de adhesión de
hMSC 1,5 a 2 veces más que una agitación ininterrumpida [13, 79]. Posteriormente, durante
la expansión celular es necesario mantener un nivel de agitación óptimo para disminuir los
esfuerzos de corte y la agregación de hMSC. Se recomienda utilizar velocidades de agitación
suficientemente bajas como las requeridas para que exista una correcta transferencia de masa
y los microcarriers no se acumulen en zonas muertas [13]. La velocidad de agitación mínima
requerida para mantener los microcarriers en suspensión puede estimarse de forma sencilla
por visualización [13]. En particular, las velocidades más bajas reportadas para cultivos de
hASC en suspensión con microcarriers van desde las 25 rpm hasta las 60 rpm [13].

Tabla 3.1: Características de microcarriers comerciales [13, 71]

Tipo Diámetro
(µm)

Densidad
(kg/m3)

Superficie
(cm2/g)

Carga Matriz/Revestimiento

CultiSpher-G 130-380 1020 - ninguna Gelatina / ninguno
CultiSpher-S 130-380 1020 - ninguna Gelatina / ninguno
Cytodex 1 147-248 1030 4400 + dextrano reticulado / die-

tilaminoetilcelulosa
Cytodex 3 141-211 1040 2700 ninguna dextrano reticulado / colá-

geno
Collagen 90-150/125-212 1020 480/360 ninguna poliestireno reticulado /

colágeno
FACT III 90-150/125-212 1020/1040 480/360 + poliestireno reticulado /

colágeno
Hillex II 160-180 1110 515 + poliestireno modificado /

trietilamina
Hillex-CT 160-180 1110 515 + poliestireno modificado /

trimetilamonio catiónico
Plastic 90-150/125-212 1020/1040 480/360 ninguna poliestireno reticulado /

ninguno
Plastic Plus 90-150/125-212 1020/1040 480/360 + poliestireno reticulado /

ninguno
ProNectin F 90-150/125-212 1020/1040 480/360 ninguna poliestireno reticulado / fi-

bronectina recombinante
Glass 90-150/125-212 1020/1040 480/360 ninguna poliestireno reticulado /

vidrio

Una alternativa al uso de microcarriers es la formación de agregados celulares o esferoides
[71]. Los esferoides se forman inicialmente por la interacción de las MSC con componentes de
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la matriz extracelular (ECM) generando masas aisladas de pequeños grupos celulares, esta
interacción provoca una mayor expresión de ECM favoreciendo las conexiones célula-célula,
lo que aumenta la densidad celular y genera la formación de un agregado multicelular en
forma de esferoide (ver Figura 3.4) [87]. Para favorecer la formación de esferoides en cultivos
en suspensión se debe utilizar una gran densidad de células y una agitación permanente,
lo que maximiza el contacto célula-célula y minimiza la adhesión a la superficie sólida del
cultivo [88]. La estructura del esferoide comprende 3 zonas: externa, donde las células proli-
feran; intermedia, donde las células no proliferan; e interna, donde hay células apoptóticas y
necróticas debido al limitado acceso a los nutrientes y acumulación de desechos metabólicos
[87]. Uno de los mayores desafíos es controlar el tamaño del esferoide ya que un esferoide
grande genera la formación del centro con muerte celular, sin embargo, al disminuir conside-
rablemente el tamaño se puede provocar la desagregación del esferoide en células individuales
[89].

Tabla 3.2: Tabla comparativa cultivo en monocapa y en suspensión con
microcarriers. Adaptado de [86]

Componentes del ambiente de cultivo Cultivo en monocapa Cultivo con microcarriers

Superficie
Rigidez Rígido Variado
Geometría Plano Curvo

Entorno endógeno

Interacciones célula-célula Alto Bajo
Acumulación de ECM Alto Bajo
Acumulación de factores de crecimiento Alto Bajo
Efectos paracrinos Alto Bajo

Entorno circundante

Transporte primario Difusión Convección
Distribución de O2 y nutrientes Gradiente Mezcla homogénea
Esfuerzo de corte Ninguno Heterogéneo
Colisiones célula-célula Ninguna Frecuente

Figura 3.4: Cultivo de hMSC en base a microcarriers y esferoides. Adaptado
de [89].
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3.3.2. Condición de hipoxia
El oxígeno es un sustrato clave en la bio-energética de células mamíferas que dicta la

eficiencia metabólica [90], el cual ingresa a la célula por difusión a través de la membrana
plasmática [91, 92]. En particular, un metabolismo aeróbico permite la producción teórica
de 36 ATP a partir de 1 molécula de glucosa, actuando como aceptor final de electrones en
OxPhos [90, 93]. Además, se sabe que el oxígeno es una molécula de señalización que regula
la proliferación y la diferenciación de células madre [94].

El nicho in vivo de células madre mesenquimales se caracteriza por ser un ambiente hipóxi-
co [32]. En particular, el tejido adiposo humano donde residen las hASC presenta una tensión
de oxígeno significativamente menor (0,1-5 %) en comparación a ambientes atmosféricos (20-
21 %) [95]. Esta condición, junto con el fenotipo glucolítico y quiescente de células madre
mesenquimales in vivo, permite mantener la homeostasis celular al minimizar la producción
de ROS [32], incluso se ha observado que la hipoxia favorece el efecto Warburg en células
madre pluripotentes inducidas [96]. Por otro lado, cuando las células se cultivan en un medio
rico en nutrientes induce un cambio metabólico caracterizado por un mayor acoplamiento
entre la glucólisis con el ciclo del TCA y OxPhos, lo cual provoca un incremento en la libera-
ción de ROS, disfunción mitocondrial, reducción de la actividad de autofagia, entre otros [32].

Figura 3.5: Metabolismo de MSC en hipoxia. En baja tensión de oxígeno
el HIF-1α transloca al núcleo, donde dimeriza con el HIF-1β activando la
trascripción de genes que expresan para transportadores de glucosa y enzi-
mas que aumentan el flujo glucolítico y la producción de lactato (elevando
el pH intracelular), mientras decrece OxPhos. Adaptado de [33].
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Para mantener la homeostasis celular se ha utilizado ampliamente el cultivo hipóxico
que permite mantener la glucólisis y suprimir el ciclo del TCA y la actividad de OxPhos,
principalmente, a causa de la activación del gen del factor inducible por hipoxia (HIF-1) [32].
El HIF-1 (dímero entre HIF-1α y HIF-1β) se une al ADN induciendo la expresión de genes
que participan de distintos procesos celulares como proliferación, diferenciación, secreción de
factores solubles, y migración [95] (ver Figura 3.5). En particular, en cultivos hipóxicos las
hASC muestran una mejora en la viabilidad y disminuyen el porcentaje de células apoptóticas
en comparación a condiciones normóxicas, manteniendo el perfil de marcadores de superficie,
y el potencial de diferenciación [95]. En particular, no existe consenso respecto a la hipoxia
como una condición favorable para la proliferación de hASC. Por un lado, se ha reportado
que la hipoxia eleva significativamente la tasa de proliferación de hASC [97], pero también
los ambientes normóxicos [98].

3.3.3. Enriquecimiento del medio de cultivo
Los medios de cultivo, por lo general, deben ser enriquecidos para mantener un creci-

miento prolongado de las células, esto significa elevar los niveles de algunos componentes
del medio basal y mantenerlos relativamente constantes en el tiempo [99]. Sin embargo, un
enriquecimiento elevado puede llevar a niveles inhibitorios del crecimiento [99], o paralela-
mente, concentraciones muy bajas pueden llevar a niveles sub-óptimos del crecimiento. Es
por esto que se busca ajustar la composición del medio de cultivo a concentraciones óptimas
de nutrientes y metabolitos para que la tasa de proliferación de las MSC pueda mejorarse
[100]. Se sabe incluso que la composición del medio de cultivo puede afectar directamente los
estados metabólicos de células madre e impactar en vías de señalización [101].

A continuación, se describen 2 sustratos de células madre presentes en medios de cul-
tivo basales: el piruvato y la nicotinamida (para consultar concentraciones reportadas en
publicaciones, ver Tabla 3.3).

3.3.3.1. Piruvato

El piruvato es un intermediario de diferentes vías metabólicas que se produce a partir de
la glucólisis [42], el cual ingresa a la célula por difusión facilitada vía co-transporte con un
protón (H+) a través del transportador de monocarboxilato 2 (MCT-2) [102, 103], y puede
ser metabolizado en 6 compuestos diferentes: (1) acetil-CoA por el complejo piruvato deshi-
drogenasa (PDC), (2) lactato por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), (3) oxaloacetato
por la enzima piruvato carboxilasa (PC), (4) alanina por la alanina aminotransferasa (ALT),
(5) malato por las enzimas málicas (ME), y (6) acetato por la α-cetoglutarato deshidrogenasa
[29, 42, 46] (ver Figura 3.6). Se sabe que el piruvato incrementa el metabolismo energético,
inhibe la senescencia replicativa [105], y su destino regula diferentes funciones en células ma-
dre pluripotentes humanas (hPSC) [42]. Incluso, el piruvato constituye la principal fuente de
carbono y energía para células madre totipotenciales y, a medida que pierden su totipoten-
cialidad, aumenta la preferencia por la glucosa [106].

En células madre gran parte del piruvato es transformado en lactato el cual posterior-
mente es secretado al medio extracelular, con lo cual se pierden carbonos que pudieron ser
aprovechados en rutas de biosíntesis [107]. Además, existe una sobreexpresión de la proteína
desacopladora mitocondrial 2 (UCP2) presente en la membrana interna de la mitocondria

15



que disminuye la oxidación de piruvato en el ciclo de TCA [35]. Sin embargo, el piruvato que
logra entrar al compartimento mitocondrial se transforma en acetil-CoA y posteriormente en
citrato que se utiliza en la síntesis de novo de ácidos grasos [30] (ver Figura 3.1).

Se ha reportado que al suplementar con piruvato exógeno cultivos de células madre em-
brionarias humanas (hESC) se favorece OxPhos y altera la expresión de genes asociados al
metabolismo oxidativo [108]. En particular, la adición de piruvato ha mostrado regular al alza
la expresión de los genes piruvato deshidrogenasa y piruvato carboxilasa del ciclo del TCA
[109], y además se caracteriza por tener un rol citoprotector como antioxidante [110], tenien-
do una fuerte capacidad de eliminación de ROS, y protegiendo el potencial de la membrana
mitocondrial [109]. Por otro lado, en cultivos de hASC en condición normóxica, el consumo
de piruvato exógeno aumenta en bajos niveles de glucosa para aprovecharlo en el ciclo del
TCA, mientras que en condición hipóxica, aumenta el consumo de piruvato exógeno en altos
niveles de glucosa al predominar la glicólisis anaeróbica [98].

Figura 3.6: Destinos del piruvato. Puede ser transformado en lactato, ace-
tato, acetil-CoA, oxaloacetato, malato, y alanina. Adaptado de [46].
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3.3.3.2. Nicotinamida

La NAD+ es una coenzima de deshidrogenasas, las cuales se encargan de catalizar reac-
ciones de oxido-reducción en distintas rutas metabólicas como glucólisis, glutaminólisis, y
oxidación de ácidos grasos [111], mientras que su forma fosforilada, nicotinamida adenina
dinucleótido fosfato (NADP+), participa en la síntesis de ácidos nucleicos [96]. A nivel ener-
gético, NAD+ actúa como aceptor de electrones reduciéndose a NADH, el cual posteriormente
los dona a la cadena transportadora de electrones para la generación de ATP en células euca-
riontes [111]. Adicionalmente, la NAD+ tiene un rol importante en la regulación de procesos
y funciones celulares como la autofagia, mitofagia, y la expresión circadiana de importantes
genes de rutas metabólicas [111].

Las células madre mesenquimales exhiben una actividad glucolítica elevada que permite la
generación de bloques de construcción para macromoléculas pero también para la formación
de precursores de antioxidantes, los cuales actúan como especies citoprotectoras al minimizar
las ROS [32]. Para mantener este flujo glucolítico es necesario restaurar constantemente el
NAD+ por medio de la reducción del piruvato a lactato a través de la enzima lactato deshi-
drogenasa (ver Figura 3.7), la cual se encuentra sobreexpresada [30, 107]. De todas formas,
se sabe que trascurridas múltiples generaciones durante la expansión de cultivos de células
madre mesenquimales el nivel intracelular de NAD+ disminuye progresivamente mientras
NADH aumenta, lo cual provoca desregulación del metabolismo, disfunción mitocondrial,
envejecimiento y senescencia replicativa [111, 112].

Figura 3.7: Regeneración de NAD+ a partir de la producción de lactato
y nicotinamida. A) Para mantener el flujo glicolítico se requiere regenerar
NAD+ a partir de la reducción del piruvato en lactato, y adicionalmente,
B) el NAD+ puede ser sintetizado por medio de la vía de rescate a par-
tir de nicotinamida, la cual se transforma en nicotinamida mononucleótido
(NMN) por la nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPT), posterior-
mente NMN se conjuga con ATP y se convierte en NAD+ por la NMN
adenililtransferasa (NMNAT). Adaptado de [116, 118].
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Para asistir la restauración del nivel de NAD+ intracelular se puede utilizar nicotinamida
(Nam) que es uno de sus precursores [112], el cual se cree ingresa a la célula a través de
transportadores de solutos (SLC) [113]. Nam es aprovechado en la vía de rescate de NAD+,
donde se transforma inicialmente en mononucleótido de nicotinamida (NMN) por la enzi-
ma nicotinamida fosforribosiltransferasa (NAMPT) para finalmente convertirse en NAD+

por enzimas mononucleótido adenililtransferasas [111] (ver Figura 3.7). Existen antecedentes
donde la adición de nicotinamida al medio de cultivo permite el reequilibrio del ciclo redox
NAD+/NADH en células hBSC, lo que a su vez reduce la senescencia replicativa, y recupera
el potencial de formación de colonias [112]. Por otro lado, hASC cultivadas in vitro parecen
mantener el ciclo redox con una leve reducción de la relación NAD+/NADH (no significati-
vo), sin embargo, la enzima NAMPT muestra una fuerte regulación a la baja luego de varios
pasajes [114]. Además, cultivos de hASC tratados con Nam muestran menores tiempos de
duplicación y alcanzan densidades celulares mayores [115].

Tabla 3.3: Concentraciones de piruvato y nicotinamida estudiadas en culti-
vos de células madre (sin efectos citotóxicos declarados/observados)

Componente Concentración (mM) Sistema Ref.
Piruvato 1 hASC [35]

0,5; 8; 16 hESC [108]
Nicotinamida 5 hASC [115]

0,1; 0,5; 1; 5; 10 hESC [117]
1; 2,5; 5; 7,5; 10; 15 hBSC y hASC [119]

3.4. Metodología de superficie de respuesta
El Espacio de Diseño de un bioproceso comprende los niveles aceptables o un “rango de

operación normal” de los Parámetros Críticos del Proceso para garantizar la calidad del pro-
ducto [25]. Para definir y explorar el espacio de diseño se puede utilizar la Metodología de
Superficie de Respuesta [25], una herramienta para el desarrollo de bioprocesos en base al
Quality-by-Design [120].

La Metodología de Superficie de Respuesta (MSR) es una técnica estadística introducida
por Box y Wilson que permite ajustar datos experimentales a un modelo, el cual ayuda
a predecir el comportamiento de una respuesta de interés dentro del espacio experimental
estudiado [121, 122]. La MSR ha sido ampliamente utilizada para la optimización de cultivos
de células madre, determinando valores de condiciones/parámetros del cultivo [120, 123,
124, 125, 126], concentración de compuestos del medio de cultivo [124, 126, 127, 128], y
composición de sustratos de matrices tridimensionales (scaffolds) [129].

3.4.1. Modelo de primer y segundo orden
Los modelos de superficie de respuesta son polinomios de 2 o más variables (factores) los

cuales pueden ser de 1° o 2° orden [130]:
• Modelo de primer orden: permite caracterizar preliminarmente la superficie de res-

puesta y detectar la presencia de curvatura. El modelo de 1° orden tiene la forma de
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un hiperplano, y el polinomio para k número de factores se muestra a continuación [130]:

Y = β0 +
k∑

i=1
βi · xi + ϵ

• Modelo de segundo orden: permite caracterizar la superficie de respuesta cuando es
más compleja que un hiperplano y se sabe que existe curvatura. El modelo de 2° orden
permite determinar los valores óptimos de los factores, y el polinomio para k número de
factores se muestra a continuación [130]:

Y = β0 +
k∑

i=1
βi · xi +

k∑
i=1

βii · x2
i +

k∑
i=1<

k∑
j=1

βij · xi · xj + ϵ

El particular, los modelos deben representar en al menos un 70 % (en términos de R2) el
comportamiento de la respuesta, de lo contrario no es recomendable utilizarlo para optimi-
zación dada su baja calidad predictiva [130].

3.5. Regímenes de operación de cultivo
Para mantener la operación del bioproceso dentro del espacio de diseño se requiere un

estrategia de control [25]. Una alternativa para controlar el bioproceso es por medio de los
modos de operación que comprenden distintas estrategias de alimentación [16, 85] (ver Figura
3.8):

• Cultivo por lote (batch): el medio de cultivo se proporciona sólo una vez cuando
las células son sembradas, no existe recambio ni adición de medio de cultivo fresco
posterior a la inoculación, por lo tanto, el volumen de trabajo permanece constante. En
este tipo de cultivo las células metabolizan los nutrientes entregados al inicio del cultivo
y crecen de forma proporcional al consumo de los mismos. Es el modo de operación más
simple y posee el menor riesgo de contaminación pero no es eficiente para la expansión
prolongada de células madre ni para obtener densidades celulares elevadas considerando
que los nutrientes se agotan y las concentraciones de los mismos son limitados.

• Cultivo por lotes repetitivos (repeated batch): comienza con un modo de opera-
ción batch y luego continua con ciclos de alimentación repetitiva, donde se reemplaza
sistemáticamente un volumen constante de medio de cultivo para restaurar los niveles
de nutrientes y metabolitos, por lo tanto, el volumen de trabajo permanece constante
excepto durante los reemplazos de medio. Lo anterior genera un patrón “zigzagueante”
en el perfil de metabolitos, esto provoca que los nutrientes nunca se agoten completa-
mente y los desechos no se acumulan hasta niveles inhibitorios, lo que permite alcanzar
rendimientos celulares superiores al modo batch. Se utiliza típicamente para cultivos
2-D, y ha mostrado buenos resultados en cultivos 3-D.

• Cultivo lote alimentado (fed batch): existe una corriente de medio de cultivo con-
centrada en nutrientes (típicamente glucosa y aminoácidos) que se alimenta durante el
cultivo, lo que provoca un aumento del volumen de trabajo. Esto permite subsanar la
reducción de los nutrientes exhibida en los cultivos batch alcanzando mayores densidades
celulares, sin embargo, existe una progresiva acumulación de metabolitos tóxicos.
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• Cultivo en perfusión (continuous feeding): existe un reemplazo ininterrumpido de
medio de cultivo proporcionado por un flujo constante de entrada y salida hacia y desde
el cultivo (respectivamente), y el flujo de salida está acoplado a un sistema de retención
de biomasa para evitar la pérdida de células en cultivos en suspensión. A diferencia de los
cultivos repeated batch, el cultivo en perfusión permite condiciones más homogéneas sin
mostrar patrones zigzagueantes en los parámetros metabólicos, y permite la obtención de
mayores densidades celulares. De todas formas, se debe considerar la mayor complejidad
operativa y los riesgos de contaminación asociados.

Figura 3.8: Modos de operación de cultivos de células madre. Se muestra
el perfil de los flujos de entrada (in) y salida (out) de medio de cultivo,
y el perfil del volumen de trabajo para cada modo de operación. Cultivo
por A) lote (batch), B) lotes repetitivos (repeated batch), C) lote alimentado
(fed batch), y D) perfusión con un sistema de retención de biomasa interna
(izquierda) y externa (derecha). Adaptado de [16]
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Capítulo 4

Materiales y métodos

4.1. Reactivos

• Piruvato de sodio (Gibco™ 11360070)

• Nicotinamida (Sigma™ N0636)

• α-MEM, con nucleósidos (Gibco™
11900016)

• PenStrep (Penicilina-Estreptomicina)
(Gibco™ 15140122)

• Suero fetal bovino (HyClone™
SV30160.03)

• Bicarbonato de sodio (Sigma™ S5761)

• Etanolamina (Sigma™ E0135)

• Selenito de sodio (Sigma™ S5261)

• Putrescina dihidrocloruro (Sigma™
P5780)

• N-Acetil-L-cisteína (Sigma™ A9165)

• Kit cuantificación ácido pirúvico
(BioSystems© 12826)

• Kit cuantificación D-glucosa (BioSys-
tems© 12800)

• Kit cuantificación ácido L-láctico
(BioSystems© 12802)

• Tripsina (Gibco™ 15400054)

• DPBS sin calcio, sin magnesio (Gib-
co™ 21600010)

• Azul de tripán (Sigma™ T8154)
• Kit de diferenciación de adipogénesis

(Gibco™ A1007001)
• Kit de diferenciación de condrogénesis

(Gibco™ A1007101)
• Kit de diferenciación de osteogénesis

(Gibco™ A1007201)
• Aceite rojo O (Thermo Scientific™

189400250)
• Safranina O (Thermo Scientific™

B21674.09)
• Rojo de alizarina S (Thermo Scienti-

fic™ 400480250)
• Cytodex® 1 microcarrier beads (Cyti-

va)
• Cristal violeta (Sigma™ 42555)
• Dimetil sulfóxido (DMSO) (Sigma™

D2650)
• FITC Human IgG1 Isotype Control

Recombinant Antibody (BioLegend®
403508)

• PE Human IgG1 Isotype Control
Recombinant Antibody (BioLegend®
403504)

• FITC anti-human CD45 Antibody
(BioLegend® 368508)
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• PE anti-human CD34 Antibody (Bio-
Legend® 343506)

• FITC anti-human CD90 Antibody
(BioLegend® 328108)

• PE anti-human CD105 Antibody (Bio-
Legend® 323206)

• FITC anti-human CD44 Antibody
(BioLegend® 338804)

• PE anti-human CD73 Antibody (Bio-

Legend® 344004)

• FITC anti-human CD19 Antibody
(BioLegend® 363008)

• PE anti-human CD29 Antibody (Bio-
Legend® 303004)

• FITC anti-human CD11b Antibody
(BioLegend® 301330)

• PE anti-human HLA-DR Antibody
(BioLegend® 307606)

4.2. Equipos

• Baño térmico (Labtech)

• Cámara de flujo laminar, nivel biosegu-
ridad 2 (Nuarie NU-201330E)

• Incubadora (Nuarie® NU-5731E)

• Microscopio (Olympus CK2)

• pHmetro (HANNA HI2020-02)

• Centrífuga (Boeco C-28)

• Centrífuga para microtubos (Sprout®)

• Analizador automático en Random Ac-
cess (BioSystems©)

• Agitador magnético (Thermo Scienti-
fic™ Biosystem 4)

• Controlador de agitador magnético
(Cimarec™ Biosystem 40B)

• Orbital shaker (Thermo Scientific™
4317)

• Tanque de nitrógeno líquido (Taylor
Wharton XT20)

• Congelador -80°C (So-Low U85-13)

• Citómetro de flujo (BD FacsCanto™
A)

4.3. Material de laboratorio

• Placas de cultivo 60 mm

• Spinner flask, 125 mL con impulsor de
paleta (Wheaton®)

• Reactivo siliconante para vidrio (Sig-
macote®)

• Tubos de centrifuga 15 y 50 mL

• Tubos eppendorf 1,5 y 2 mL

• Agua desionizada (milli-Q)

• Agua destilada

• Etanol 70 %

• Propipetas

• Pipetas serológicas

• Micropipetas

• Puntas p20, p200 y p1000

• Frascos 500 mL
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• Vasos precipitados 100 mL, 250 mL, 1
L

• Matraces 200 mL

• Cámara de neubauer

• Filtro de 0,22 µm

• Papel filtro grado 2

• Recipiente de congelación, Mr. Frosty
(Thermo Scientific®)

• Placas de 24 pocillos

• T-flask 75, 175

4.4. Métodos
4.4.1. Preparación de medio de cultivo basal

Se utilizó medio de cultivo α-MEM antiOX (desarrollado en el estudio de Lorna León [68]),
que comprende medio α-MEM (Gibco™) con antioxidantes. Se agregó 1 sobre de medio α-
MEM en polvo en 1 L de agua milli-Q en un vaso precipitado, se homogenizó la mezcla
con ayuda de un agitador magnético, se agregó bicarbonato de sodio, etanolamina, selenito
de sodio, putrescina y N-Acetil-L-cisteína de acuerdo a la Tabla 4.1, y se homogenizó. Se
ajustó el pH con ácido clorhídrico (HCl) y/o hidróxido de sodio (NaOH) hasta alcanzar pH
7,4. Posteriormente, la solución se pasó por un filtro de 0,22 µm para esterilizar el medio de
cultivo, se agregó Penicilina/Estreptomicina (PenStrep), y se almacenó a 4°C hasta su uso.

Tabla 4.1: Componentes para 1 L de medio α-MEM antiOX

Componente Cantidad
Bicarbonato de sodio 2,2 g
Etanolamina 0,1 mL
Selenito de sodio 1 µL
Putrescina 1 mg
N-acetil-L-cisteína 0,16 g

4.4.2. Banco de células
Se utilizaron hASC extraídas y aisladas de tejido graso abdominal de un único donante

sometido a lipoaspiración bajo consentimiento informado. Estas células se mantuvieron crio-
preservadas en su pasaje 1 en crioviales a -196°C en un Master Tank de nitrógeno líquido
para su uso a largo plazo.

Parte de los crioviales presentes en el Master Tank se descongelaron y sembraron en placas
de cultivo con α-MEM antiOX y 10 % SFB a una densidad de 5.000 cel/cm2, y se llevaron
a incubar a 37°C, 5 % CO2 y 70 % humedad. Luego de alcanzar una confluencia aproximada
del 90 %, las placas se lavan con PBS, las células se despegaron con tripsina durante 7-15
min, se detuvo la tripsinización con medio de cultivo fresco y la mezcla se llevó a centrifugar
durante 9 min a 1.200 rpm. El pellet se resuspendió en medio de cultivo fresco y se contó la
cantidad de células con la técnica de exclusión por azul de tripán. Las células se suspendieron
en una solución de SFB con 10 % DMSO hasta alcanzar una concentración de 1×106 cel/mL,
la mezcla se repartió en crioviales a razón de 1 mL por criovial. Los crioviales con células en

23



pasaje 2 se introducen en un recipiente de congelación (Mister Frosty) con alcohol isopropílico
y se llevó a -80°C. Posterior a 24 h o más, los crioviales se llevaron a -196°C en un Working
Tank de nitrógeno líquido para su uso a corto plazo.

4.4.3. Expansión de células para experimentos en monocapa y sus-
pensión

Para alcanzar el número de células necesario para los experimentos en monocapa (ver Sec-
ción 4.4.4) y suspensión (ver Sección 4.4.5) se expandieron las hASC inicialmente en placas
de cultivo tipo T-flask.

Parte de los crioviales presentes en el Working Tank se descongelaron y sembraron en
placas de cultivo con α-MEM antiOX y 10 % SFB a una densidad de 5.000 cel/cm2, y se
llevaron a incubar a 37°C, 5 % CO2 y 70 % humedad. Luego de alcanzar una confluencia
aproximada del 90 % se realizó un subcultivo lavando las placas con PBS, agregando tripsina
para despegar las células durante 7-15 min, deteniendo la tripsina con medio de cultivo fresco
, y llevando la mezcla a centrifugar durante 9 min a 1.200 rpm. El pellet se resuspendió en
medio de cultivo fresco y se contó la cantidad de células con la técnica de exclusión por
azul de tripán, y se sembraron en placas de cultivo con α-MEM antiOX (ver Tabla 4.1) y
10 % SFB a una densidad de 5.000 cel/cm2, y se llevaron a incubar a 37°C, 5 % CO2 y 70 %
humedad. En particular, la expansión se realizó en normoxia (∼21 % O2) y/o en hipoxia (5 %
O2) según se requirió.

4.4.4. Cultivo en monocapa

Se sembraron placas de cultivo de 60 mm de diámetro a una densidad de 5.000 cel/cm2,
utilizando 3 mL de medio de cultivo “basal” α-MEM antiOX, suplementado con 5 % SFB,
piruvato y nicotinamida de acuerdo al diseño de experimento que se muestra en la Tabla 4.3.
Todo el volumen de medio de cultivo se retiró y reemplazó periódicamente por medio fresco a
partir del segundo día desde la siembra. En particular, los cultivos se realizaron en normoxia
(∼21 % O2) y en hipoxia (5 % O2).

4.4.4.1. Recuento de células

Todos los días se realizó un conteo de células. Las placas de cultivo se lavaron 3 veces
con PBS, luego de remover el PBS remanente se agregó 450-600 µL de tripsina y se dejó
actuar durante 7-15 min. Para detener la tripsina se agregó 300-350 µL de SFB y la mezcla
se pipeteó hasta que la totalidad de células quedaron suspendidas y desagregadas. Luego,
la mezcla se traspasó a tubos eppendorf y se homogenizó cuidadosamente por inversión. Se
realizó el conteo de células vivas y muertas por la técnica de exclusión por azul de tripán
bajo microscopía óptica.

4.4.5. Cultivo en suspensión

4.4.5.1. Preparación de microcarriers

Se utilizaron microcarriers Cytodex® 1 (ver Tabla 4.2). Los microcarriers se hidrataron
en PBS dentro de un matraz a una concentración de 10 g/L manteniendo agitación constante
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durante 3 h o más, y se llevaron a autoclavar. Posteriormente, el PBS se recambió por medio
de cultivo (sin SFB), y la suspensión se concentró hasta obtener un stock de microcarriers
a 20 g/L. Finalmente, 20 mL del stock de microcarriers se depositaron al interior de los
spinners, se completó con medio de cultivo hasta alcanzar 40 mL, y se llevaron a incubar
durante 3 h o más para ambientarlos antes de la siembra.

Tabla 4.2: Especificaciones microcarriers Cytodex® 1

Especificación Valor
Densidad (g/L) 1,03
Área (cm2/g peso seco) 4.400
Cantidad (MC/g peso seco) 4.300.000

4.4.5.2. Siembra y cultivo

Se utilizaron spinners (previamente siliconizados) con un volumen inicial de cultivo de 50
mL de medio α-MEM antiOX suplementado con 1 % SFB, piruvato y nicotinamida, con una
concentración de 8 g/L de microcarriers y una densidad celular de 200.000 cel/mL (5.680
cel/cm2). La siembra se realizó durante 12 h (o más) con ciclos de 5 min de agitación a 35
rpm y 40 min sin agitación.

Transcurrido 1 día desde la siembra, se utilizó un 5 % SFB, agitación permanente a 30-
35 rpm y se recambió la mitad del medio de cultivo 1 vez al día. El volumen de cultivó se
incrementó progresivamente hasta alcanzar 100 mL finales.

4.4.5.3. Recuento de células

Todos los días se realizó un conteo de células. Se extrajo una muestra de 1 mL de cultivo,
se centrifugó para decantar los microcarriers con hASC adheridas, y se retiró el sobrenadante
con medio de cultivo y células no adheridas. El pellet de microcarriers con células adheridas
se resuspendíó en una solución de cristal violeta hasta alcanzar un volumen de 1 mL y se
agitó durante 5 min. A continuación, se contaron los núcleos bajo microscopía óptica.

4.4.6. Análisis de crecimiento celular

4.4.6.1. Fold change del número de células

Los valores de recuento celular se graficaron en función del tiempo construyendo una curva
de crecimiento. Esta curva se ajustó a un polinomio x(t) que permitió estimar el número de
células en el tiempo. El fold change FC(t1, t2) entre los tiempos t1 < t2 viene dado por la
expresión 4.1 (basado en los estudios de Zhang et al. [132] y Jossen et al. [133]). El fold change
se estima en un periodo que comprende el comienzo de la fase exponencial (24 h) y el inicio
de la fase estacionaria (108 h) del crecimiento para cultivos en monocapa, y para los cultivos
en suspensión se calcula entre el tiempo inicial (0 h) y final del cultivo (240 h).

FC(t1, t2) = x(t2)
x(t1)

(4.1)
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4.4.6.2. Tasa específica de crecimiento y tiempo de duplicación

La tasa específica de crecimiento celular µ puede estimarse de acuerdo a la expresión 4.2.
Durante la fase exponencial µ toma un valor máximo µmáx, el cual se estimó mediante un
ajuste exponencial xexp(t) de la curva de crecimiento. La forma del ajuste entre los tiempos
t1 < t2 se muestra en la expresión 4.3 (basado en el estudio de Schop et al. [100]).

µ(ti) = 1
x(ti)

· dx

dt

∣∣∣∣∣
ti

(4.2)

xexp(t2)
xexp(t1)

= eµmáx·∆t (4.3)

Por otro lado, el tiempo de duplicación se calculó según la expresión 4.4 (basado en el
estudio de Schop et al. [100]).

td = ln(2)
µmáx

(4.4)

4.4.7. Análisis metabólico

4.4.7.1. Evaluación de concentración y moles de metabolitos

Todos los días de cultivo se extrajeron muestras del medio de cultivo para medir con-
centración de glucosa, lactato, y piruvato. No se midió concentración de nicotinamida por
no disponer de un kit de cuantificación para este compuesto. Las muestras se analizaron
por espectrofotometría en el equipo Analyzer Y15 (Biosystem™) bajo los ensayos de D-
GLUCOSE/D-FRUCTOSE (hexokinase/phosphoglucose isomerase) para la glucosa (en g/L),
L-LACTIC ACID (L-lactate dehydrogenase) para el lactato (en g/L) y PYRUVIC ACID (D-
lactate dehydrogenase) para piruvato (en mg/L) ajustando el modo “Procedimiento Auto-
matizado”. Si las muestras no se analizaron en el momento en las que se extrajeron, entonces
se almacenaron a -4°C, luego al momento de descongelarlas se homogeneizaron por inversión.

Teniendo la concentración del metabolito en el medio, se realiza un cambio de unidades a
mM y se estiman los mmoles a partir de las expresiones 4.5 y 4.6.

Ci(mM) = Ci(mg/L)
PMi(g/mol) (4.5)

mi(mmoles) = Ci(mM) · Vcultivo(L) (4.6)

Donde Ci corresponde a la concentración del metabolito i, PMi al peso molecular del
metabolito i, mi a los moles del metabolito i y Vcultivo al volumen total del medio de cultivo
en la placa o spinner, según corresponda.

4.4.7.2. Tasas específicas de consumo y producción de metabolitos

Se calcularon los mmoles consumidos de glucosa y piruvato, y mmoles producidos de lac-
tato en base a los valores acumulados durante el tiempo de cultivo. Posteriormente, se realizó
un ajuste polinomial a las curvas de mmoles acumulados obteniendo las funciones G(t), P (t),
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y L(t) para el consumo de mmoles de glucosa, piruvato, y producción de lactato en el tiempo,
respectivamente.

Las tasas específicas de consumo de glucosa qG(ti), piruvato qP (ti), y producción de
lactato qL(ti) en un tiempo ti se estimaron de acuerdo a las expresiones 4.7, 4.8, y 4.9 (basado
en el estudio de Petiot et al. [134]), respectivamente. En particular, las tasas específicas de
consumo/producción de todos los experimentos se estimaron de acuerdo a un promedio simple
entre el tiempo inicial y final de la fase exponencial.

qG(ti) = 1
x(ti)

· dG

dt

∣∣∣∣∣
ti

(4.7)

qP (ti) = 1
x(ti)

· dP

dt

∣∣∣∣∣
ti

(4.8)

qL(ti) = 1
x(ti)

· dL

dt

∣∣∣∣∣
ti

(4.9)

4.4.7.3. Rendimientos de lactato a partir de fuentes de carbono

El rendimiento de lactato a partir de glucosa ∆L/∆G entre los tiempos t1 < t2 se calculó
según la expresión 4.10 (basado en el estudio de Schop et al. [100]).

∆L/∆G = L(t2) − L(t1)
G(t2) − G(t1)

(4.10)

Por otro lado, se calcularon los mmoles de fuentes de carbono consumidos en base a la
suma de los mmoles consumidos de glucosa y los mmoles consumidos de piruvato. Luego, se
realizó un ajuste polinomial obteniendo la función C(t) de consumo de mmoles de fuentes de
carbono.

El rendimiento de lactato a partir de fuentes de carbono ∆L/∆C entre los tiempos t1 < t2
se calculó según la expresión 4.11. En particular, los rendimientos se estimaron en los tiempos
de fase exponencial del crecimiento celular.

∆L/∆C = L(t2) − L(t1)
C(t2) − C(t1)

(4.11)

4.4.8. Metodología de superficie de respuesta

4.4.8.1. Diseño de experimentos

Se definieron 9 combinaciones de concentraciones (4 puntos axiales, 4 puntos factoriales
y 1 punto central) de piruvato y nicotinamida entre 1 y 10 mM según un diseño de expe-
rimentos de composición central con distancia axial igual a 1,41. La Tabla 4.3 muestra las
concentraciones de piruvato (Pyr) y nicotinamida (Nam) utilizadas, las cuales se visualizan
en la Figura 4.1.
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4.4.8.2. Modelo de superficie de respuesta

Se utilizó el software RStudio que posee el paquete rsm (Response Surface Methodology)
[131] para ajustar los datos experimentales a un modelo de superficie de respuesta de se-
gundo orden. El paquete además permite encontrar el punto estacionario que es candidato a
concentraciones óptimas en el medio de cultivo.

El modelo de superficie de respuesta consideró 2 factores: concentración de piruvato CP yr

y concentración de nicotinamida CNam (ver Tabla 4.4.6.1), mientras que el fold change FC
(ver Sección 4.4.6.1) fue la respuesta que se optimizó. La forma del modelo viene dada por
la expresión 4.12.

FC = β0+βP yr ·CP yr+βNam·CNam+βP yr2 ·C2
P yr+βNam2 ·C2

Nam+βP yr·Nam·CP yr ·CNam (4.12)

Tabla 4.3: Diseño de experimentos

Exp. Pyr (mM) Nam (mM)
1 1 5,5
2 10 5,5
3 5,5 1
4 5,5 10
5 5,5 5,5
6 2,31 8,69
7 8,69 8,69
8 8,69 2,31
9 2,31 2,31

Figura 4.1: Representación gráfica
del diseño de experimentos.

4.4.9. Caracterización de propiedades troncales
Se utilizaron cultivos en monocapa de hASC expandidas en las condiciones de medio de

cultivo a evaluar durante 8 días realizando cambios de medio periódicamente.

4.4.9.1. Inmunotipificación de marcadores de superficie

Las células fueron cosechadas y lavadas 2 veces con PBS. Se distribuyeron 300 mil células
en tubos de centrífuga en un volumen no superior a 250 µL y se incubaron con anticuerpos mo-
noclonales, los cuales estaban conjugados con fluoróforos FITC (Fluorescein IsoThioCyanate)
o PE (PhycoErythrin). Se estudió el panel de marcadores de superficie: CD45 (FITC anti-
human CD45 Antibody, BioLegend® 368508), CD34 (PE anti-human CD34 Antibody, Bio-
Legend® 343506), CD90 (FITC anti-human CD90 Antibody, BioLegend® 328108), CD105
(PE anti-human CD105 Antibody, BioLegend® 323206), CD44 (FITC anti-human CD44 An-
tibody, BioLegend® 338804), CD73 (PE anti-human CD73 Antibod, BioLegend® 344004),
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CD19 (FITC anti-human CD19 Antibody, BioLegend® 363008), CD29 (PE anti-human
CD29 Antibody, BioLegend® 303004), CD11b (FITC anti-human CD11b Antibody, BioLe-
gend® 301330) y HLA-DR (PE anti-human HLA-DR Antibody, BioLegend® 307606).

Para generar una línea base de las señales de fluorescencia se utilizó una muestra de hASC
incubada con isotipos IgG1 (FITC Human IgG1 Isotype Control Recombinant Antibody, Bio-
Legend® 403508, y PE Human IgG1 Isotype Control Recombinant Antibody, BioLegend®
403504) (ver Anexo B). Las muestras fueron analizadas con el citómetro de flujo BD Facs-
Canto™ A de la Unidad de Citometría de la Red de Equipamiento Científico Avanzado
(REDECA) de la Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

4.4.9.2. Potencial de diferenciación

Las células fueron cosechadas y sembradas a densidades celulares específicas (ver Tabla
4.4) en placas de 24 pocillos con 500 µL de medio de cultivo fresco utilizado en la expansión.
Desde el segundo día se reemplazó el medio de cultivo por medio de inducción y se realizaron
cambios de medio programados 2 veces por semana hasta completar el tiempo de diferencia-
ción indicado por el proveedor (ver Tabla 4.4). Para cada condición a evaluar, se utilizaron
3 pocillos control y 3 pocillos inducidos.

Al termino de la diferenciación, las células fueron lavadas con PBS, fijadas con parafor-
maldehído 4 % p/v, teñidas (ver Tabla 4.4), y visualizadas bajo microscopía óptica.

Tabla 4.4: Especificaciones para ensayos de diferenciación

Diferenciación Kit utilizado Densidad siembra Tiempo Tinción
Adipogénica Kit de diferenciación para adipogénesis

(Gibco™ A1007001)
10.000 cel/cm2 8 días Aceite rojo O

Condrogénica Kit de diferenciación para condrogéne-
sis (Gibco™ A1007101)

30.000 cel/cm2 14 días Safranina

Osteogénica Kit de diferenciación para osteogénesis
(Gibco™ A1007201)

15.000 cel/cm2 21 días Alizarina roja S
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Capítulo 5

Resultados y discusión

5.1. Cultivo en monocapa
La Tabla 5.1 muestra los parámetros del crecimiento celular de hASC en condición normó-

xica e hipóxica. Es posible observar que el crecimiento se ve afectado por las concentraciones
de piruvato y nicotinamida. En particular, la tasa específica de crecimiento (µmáx) varía entre
0,482-0,636 día−1 en normoxia y 0,468-0,655 día−1 en hipoxia; el tiempo de duplicación (td)
entre 26,2-34,5 h en normoxia y 25,4-35,5 h en hipoxia; y el fold change (FC) entre 3,84-4,96
en normoxia y 3,11-5,30 en hipoxia.

Tabla 5.1: Parámetros de crecimiento celular de hASC

Exp. Pyr (mM) Nam (mM)
µmáx (día−1) td (h) FC

Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia
1 1 5,5 0,636 0,487 26,2 34,1 4,60 3,40
2 10 5,5 0,588 0,497 28,3 33,5 4,51 3,11
3 5,5 1 0,602 0,586 27,6 28,4 4,34 4,08
4 5,5 10 0,559 0,528 29,7 31,5 4,34 3,80
5 5,5 5,5 0,502 0,468 33,2 35,5 4,96 4,65
6 2,31 8,69 0,482 0,552 34,5 30,1 4,09 4,11
7 8,69 8,69 0,535 0,509 31,1 32,7 4,90 3,63
8 8,69 2,31 0,509 0,542 32,7 30,7 3,84 3,60
9 2,31 2,31 0,523 0,655 31,8 25,4 4,05 5,30

En particular, el piruvato (derivado de la glucosa y proveniente del medio de cultivo) tie-
ne efectos sobre la acetilación de histonas, proceso esencial para la entrada a la etapa S del
ciclo celular [135, 136] y la proliferación. De hecho, se sabe que las células madre reducen
la entrada del piruvato a la mitocondria para garantizar una disponibilidad de piruvato en
el núcleo, el cual posteriormente, es convertido en acetil-CoA por piruvato deshidrogenasas
(PDH) translocadas desde la mitocondria al núcleo [135]. Adicionalmente, el piruvato pue-
de ser convertido en citrato para posteriormente generar ácidos grasos [30] necesarios en la
síntesis de membranas lipídicas. Por otro lado, la nicotinamida es el mayor sustrato para la
biosíntesis de NAD+ en células mamíferas [137], el cual es altamente consumido por las 7
enzimas sirtuinas (SIRT 1-7) de células mamíferas, las que están implicadas en procesos de
mitofagia, autofagia, y reparación del ADN [111]. Se sabe que la SIRT 1, una desacetilasa
dependiente de NAD+, induce la expresión y la actividad de la telomerasa, lo que permitiría
aumentar la longitud los telómeros del ADN en cultivos extensos de MSC (pasaje 8) [138],
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retrasando la senescencia replicativa y favoreciendo la proliferación. Además, se ha reportado
que la nicotinamida es un inhibidor de la proteína ROCK [117].

Lo anterior podría explicar los efectos del piruvato y la nicotinamida sobre el crecimiento
de hASC. Sin embargo, un aumento progresivo de la concentración de piruvato y/o nicotina-
mida en el medio de cultivo no provoca necesariamente un aumento progresivo en la cinética
de crecimiento. Por ejemplo, hASC cultivadas con 1 mM de piruvato (experimento 1) repor-
tan un fold change de 4,6 en normoxia y 3,4 en hipoxia, pero al aumentar la concentración
a 10 mM de piruvato (experimento 2) se reporta un fold change menor de 4,51 en normoxia
y 3,11 en hipoxia (algo similar ocurre con la nicotinamida, por ejemplo, al comparar los ex-
perimentos 3 y 4). Lo anterior puede deberse a los efectos del incremento de la osmolaridad
[139]. Se ha reportado que hASC cultivadas in vitro en monocapa sometidas a osmolarida-
des superiores a los 300 mOsm/L muestran una disminución significativa en los tiempos de
duplicación [139] producto del estrés osmótico.

De todas formas, se observa que en algunos casos aunque la contribución conjunta del
piruvato y la nicotinamida a la osmolaridad es menor, se reporta un fold change menor en
comparación a otros experimentos donde la contribución de la osmolaridad es mayor. A modo
de ejemplo, en el experimento 1 bajo normoxía, la contribución a la osmoridad considerando
piruvato y nicotinamida es de 6,5 mOsm/L y el fold change es de 4,60, mientras que en el
experimento 7 la contribución a la osmolaridad es de 17,38 mOsm/L y el fold change asciende
a 4,90, algo similar ocurre en hipoxia. Por lo anterior, debe existir un fenómeno adicional al
estrés osmótico que afecte la proliferación de hASC. En particular, se sabe que existe una
conexión entre los estados redox (en términos de NAD+/NADH) y la senescencia replicativa
en algunos tipos de células madre mamíferas [111, 112, 140, 141, 142]. Cuando las hMSC
son cultivadas in vitro existe una acumulación de daño en el ADN, lo que activa enzimas
PARP (Poly-ADP-Ribose Polymerase), esto reduce el NAD+ intracelular, lo que provoca un
desbalance de NAD+/NADH junto con la inactivación de las sirtuinas regulando a la baja la
biogénesis mitocondrial, la protección antioxidante, entre otras vías [142]. Se sabe que tanto
el piruvato como la nicotinamida pueden desplazar la relación NAD+/NADH [105, 112, 143].

En particular, la nicotinamida al ser un precursor de NAD+ elevaría la relación NAD+/
NADH, por otro lado, el piruvato al convertirse en lactato por la lactato deshidrogenasa
(LDH) generaría NAD+ y elevaría la relación NAD+/NADH, sin embargo, si el piruvato se
convierte en acetil-CoA por acción de la piruvato deshidrogenasa (PDH) consumiría NAD+

[144] y disminuiría la relación NAD+/NADH. Adicionalmente, si se favorece la entrada del
piruvato al ciclo de TCA, entonces el NAD+ sería consumido por las enzimas isocitrato deshi-
drogenasa, α-cetoglutarato deshidrogenasa y malato deshidrogenasa [142, 144] disminuyendo
la relación NAD+/NADH, pero si el piruvato favorece OxPhos (como ha reportado Song et
al. [108]) entonces se regeneraría el NAD+ por la cadena transportadora de electrones [116]
elevando la relación NAD+/NADH. Por lo tanto, dependiendo de los efectos en el metabolis-
mo que tenga el piruvato y la nicotinamida, pueden existir combinaciones de concentraciones
de ambos componentes que sean más favorables que otras para el estado redox y, por consi-
guiente, para la proliferación de las hASC.

Las Figuras 5.1, 5.2 y 5.3 muestran las curvas de crecimiento de hASC y la evolución de
la concentración de glucosa y lactato en el medio de cultivo en los 9 experimentos tanto en
hipoxia como en normoxia.
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(a) Normoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentración de metabolitos.

(b) Hipoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentración de metabolitos.

Figura 5.1: Experimentos 1 (1 mM Pyr y 5,5 mM Nam), 2 (10 mM Pyr
y 5,5 mM Nam) y 3 (5,5 mM Pyr y 1 mM Nam). •: número de células,
− × −: viabilidad, − • −: concentración de glucosa, y − • −: concentración
de lactato (las barras de error corresponden a desviación estándar para n =
2 cultivos).
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(a) Normoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentración de metabolitos.

(b) Hipoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentración de metabolitos.

Figura 5.2: Experimentos 4 (5,5 mM Pyr y 10 mM Nam), 5 (5,5 mM Pyr
y 5,5 mM Nam) y 6 (2,31 mM Pyr y 8,69 mM Nam). •: número de células,
− × −: viabilidad, − • −: concentración de glucosa, y − • −: concentración
de lactato (las barras de error corresponden a desviación estándar para n =
2 cultivos).
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(a) Normoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentración de metabolitos.

(b) Hipoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentración de metabolitos.

Figura 5.3: Experimentos 7 (8,69 mM Pyr y 8,69 mM Nam), 8 (8,69 mM Pyr
y 2,31 mM Nam) y 9 (2,31 mM Pyr y 2,31 mM Nam). •: número de células,
− × −: viabilidad, − • −: concentración de glucosa, y − • −: concentración
de lactato (las barras de error corresponden a desviación estándar para n =
2 cultivos).
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Respecto al perfil de crecimiento, es posible identificar para todos los experimentos las
5 fases características para células mamíferas: fase lag, donde hay nula duplicación celular;
fase exponencial temprana, donde comienza la duplicación celular y aumenta su tasa; fase
exponencial, donde la tasa de duplicación es máxima; fase estacionaria temprana, donde la
tasa de proliferación comienza a disminuir; y fase estacionaria, donde la duplicación celular
cesa y el número de células puede comenzar a disminuir [147]. Por otro lado, el perfil de me-
tabolitos posee una forma oscilatoria a causa de los cambios de medio de cultivo realizados
periódicamente. Al agregar medio de cultivo fresco la concentración de glucosa aumenta a
5,5 mM (aprox.) que es la composición del medio α-MEM (ver Anexo A), mientras que la
concentración de lactato disminuye. De todas formas, considerando que el medio α-MEM
no posee lactato en su composición, se esperaría que al recambiar el medio de cultivo este
metabolito alcanzara una concentración de 0 mM, lo cual no ocurre probablemente porque
el suero fetal bovino (SFB) si posee lactato en niveles no despreciables [148], por lo tanto,
aunque se utilice bajo nivel de SFB (5 %), el lactato sigue siendo detectado.

En particular, observando las Figuras 5.1, 5.2 y 5.3 es posible notar que siempre existe
disponibilidad de glucosa en el medio de cultivo cuyo acceso no debería verse limitado con-
siderando que las células viables siempre quedan expuestas en la superficie del cultivo 2D
[149], y la concentración de lactato no supera concentraciones inhibitorias (sobre 35,4 mM
[100]), por lo tanto, la desaceleración del crecimiento puede estar asociado a competencia por
el espacio [150] y estrés oxidativo. En particular, la inhibición por contacto de la proliferación
ocurre cuando se alcanza una gran densidad celular en el cultivo, las células entran en con-
tacto formando uniones entre cadherinas, y se desencadena una cascada de señalización que
detiene el crecimiento [151]. Esta vía de señalización garantiza que no exista una proliferación
descontrolada de células en tejidos in vivo, sin embargo, se encuentra altamente regulada por
factores de crecimiento [151], y el metabolismo energético [152]. Lo anterior podría explicar
por qué se alcanzan distintas cantidades máximas de hASC para cada experimento, conside-
rando que las señales metabólicas también pueden controlar la decisión celular de proliferar
o detener el crecimiento en un cultivo confluente.

La Tabla 5.2 muestra los parámetros del metabolismo celular en normoxia e hipoxia. Es
posible notar que las concentraciones de piruvato y nicotinamida afectan los estamos meta-
bólicos de hASC. En particular, la tasa específica de consumo de glucosa (qG) varía entre
0,331-0,555 pmol·h−1·cel−1 para normoxia y entre 0,373-0,545 pmol·h−1·cel−1 para hipoxia;
la tasa específica de producción de lactato (qL) varía entre 0,591-0,946 pmol·h−1·cel−1 para
normoxia y entre 0,573-0,919 pmol·h−1·cel−1 para hipoxia; y el rendimiento de lactato a partir
de glucosa (∆L/∆G) varia entre 1,74-2,74 para normoxia y entre 1,48-2,27 para hipoxia.

En particular, el valor máximo teórico de ∆L/∆G que se esperaría obtener es 2 (mol·mol−1)
[188], considerando que a partir de 1 molécula de glucosa, utilizada completamente en la fer-
mentación láctica, se pueden obtener hasta 2 lactatos. Sin embargo, en algunos experimentos
∆L/∆G supera el máximo teórico, lo cual puede deberse a que existen otras fuentes de car-
bono que contribuyen a la producción de lactato además de la glucosa, como la glutamina
[188] o el piruvato. Por el contrario, ∆L/∆G menores a 2 indican un aprovechamiento eficien-
te de la glucosa en la producción de energía por medio de la fosforilación oxidativa (OxPhos)
[100, 154] y en la generación de bloques de construcción en rutas de biosíntesis.
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En particular, se sabe que las bajas tensiones de oxígeno favorecen la expresión de la LDH
y el transportador de monocarboxilato 4 (MCT4) lo que aumenta la producción de lactato
y su liberación al medio extracelular [33, 155], sin embargo, de forma sorpresiva al observar
la Tabla 5.2 es posible notar que en todos los experimentos se reporta un ∆L/∆G menor
para la condición de hipoxia, es decir, la glucosa se metaboliza en lactato a una menor tasa.
De todas formas, como se mencionó anteriormente en estos experimentos no se monitorizó
el posible consumo de piruvato, lo que podría contribuir a la producción de lactato teniendo
impacto sobre el ∆L/∆G, de hecho de acuerdo al estudio de Mischen et al., el consumo de
piruvato es significativamente mayor en cultivos de hASC bajo normoxia en comparación a
hipoxia (para bajas concentraciones de glucosa) [98]. Por lo anterior, sería conveniente evaluar
el rendimiento de lactato a partir de fuentes de carbono ∆L/∆G propuesto en este estudio
(ver Materiales y Métodos, Sección 4.4.7.3).

Tabla 5.2: Parámetros de metabolismo celular de hASC

Exp. Pyr (mM) Nam (mM)
qG (pmol·h−1·cel−1) qL (pmol·h−1·cel−1) ∆L/∆G

Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia
1 1 5,5 0,555 0,545 0,946 0,859 2,66 2,03
2 10 5,5 0,430 0,457 0,695 0,625 1,99 1,52
3 5,5 1 0,347 0,390 0,894 0,839 2,74 2,26
4 5,5 10 0,373 0,373 0,883 0,704 2,74 1,94
5 5,5 5,5 0,386 0,418 0,693 0,741 1,93 1,68
6 2,31 8,69 0,331 0,401 0,591 0,606 1,82 1,60
7 8,69 8,69 0,523 0,463 0,746 0,573 1,74 1,48
8 8,69 2,31 0,492 0,521 0,852 0,839 2,14 2,05
9 2,31 2,31 0,408 0,522 0,732 0,919 2,02 1,82

Para evaluar cómo afecta el piruvato y la nicotinamida los estados metabólicos de hASC
se comparan algunas tasas de consumo/producción de glucosa y lactato a distintos niveles
de enriquecimiento del medio de cultivo.

(a) Normoxia. (b) Hipoxia.

Figura 5.4: Consumo específico de glucosa a distintas concentraciones de
piruvato. Se comparan los experimentos 1 y 2 (barras azules), 9 y 8 (barras
amarillas), 6 y 7 (barras verdes).

La Figura 5.4 muestra la variación de qG frente a distintas concentraciones de piruvato en
cultivos bajo normoxia e hipoxia. En particular, la glucosa es la principal fuente de energía
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y un nutriente limitante para MSC, el cual es rápidamente consumido producto del meta-
bolismo glucolítico de células madre [156, 157]. Se ha reportado incluso que la depleción de
otras fuentes de carbono en el medio de cultivo como aminoácidos (incluida la glutamina) y
piruvato parece no ser significativamente crítico comparado a la glucosa en algunos tipos de
MSC [156]. En particular, al observar la Figura 5.4 es posible notar que aún cuando las hASC
tienen más disponibilidad de otra fuente de carbono en el medio de cultivo, específicamente
piruvato, sigue existiendo un consumo significativo de glucosa, de hecho tanto en normoxia
como en hipoxia hay casos en los cuales el consumo específico de glucosa aumenta con el
incremento en la concentración de piruvato. Lo anterior permite suponer que el piruvato no
sustituye a la glucosa como principal fuente de carbono y energía, sino que ambos contribui-
rían conjuntamente al metabolismo de hASC.

La Figura 5.5 muestra la variación de qL frente a distintas concentraciones de nicotinamida
bajo normoxia e hipoxia. En particular, el lactato es el principal desecho metabólico de
células madre y es producido a partir del piruvato por la lactato deshidrogenasa (LDH) para
regenerar NAD+ [30]. Al observar la Figura 5.5 es posible notar que las hASC que crecen
en medios de cultivo con mayores concentraciones de nicotinamida exhiben tasas especificas
de producción de lactato menores tanto en normoxia como en hipoxia. Lo anterior puede
ocurrir porque la nicotinamida ingresa a la célula y es transformada en NAD+ aumentado
la concentración de esta coenzima en el medio intracelular, lo que provocaría que la reacción
reversible de la LDH se desplace hacia la derecha. Talaiezadeh et al. ha reportado que, en
células con metabolismo altamente glicolítico, la LDH posee menor afinidad por el lactato y
NAD+, sin embargo, la constante de Michaelis-Menten Km de la reacción reversa de LDH
para NAD+ es de 0,99 mM [145], así cambios leves en la concentración NAD+ tendrían un alto
impacto en la velocidad de reacción reversa. O por otro lado, puede ocurrir que se favorezca
la reacción de la piruvato deshidrogenasa (PDH) generando acetil-CoA a partir del piruvato
producto de la inhibición de las piruvato deshidrogenasa quinasas (PDK) por regulación
alostérica con el NAD+ [46, 47]. En particular, Lees et al. observó que hESC sometidas a un
medio de cultivo suplementado con NAD+ disminuían su producción de lactato en un ∼40 %
por la menor necesidad de reciclar NAD+ por medio de la LDH [146], lo que podría ocurrir
también con precursores de NAD+ como la nicotinamida.

(a) Normoxia. (b) Hipoxia.

Figura 5.5: Producción específica de lactato a distintas concentraciones de
nicotinamida. Se comparan los experimentos 3 y 4 (barras azules), 9 y 6
(barras amarillas), 8 y 7 (barras verdes).

La Figura 5.6 muestra la variación de qL frente a distintas concentraciones de piruvato bajo
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normoxia e hipoxia. En particular, se sabe que en en algunos tipos de células madre el piruvato
es metabolizado principalmente en lactato por la LDH [108], por lo tanto, se esperaría que
al tener mayor disponibilidad de piruvato en el medio de cultivo qL aumente. Sin embargo,
al observar la Figura 5.6, se evidencian casos en los cuales al aumentar la concentración de
piruvato (y manteniendo la concentración de nicotinamida constante) qL disminuye. Esto
puede ocurrir porque el consumo específico de piruvato no es significativo y/o el piruvato se
aprovecha en vías metabólicas adicionales a la generación de lactato. En particular, se ha
reportado que en algunos tipos de células madre sometidas a piruvato exógeno aumenta la
expresión de enzimas relacionadas al metabolismo oxidativo como la PDH [108, 109], lo que
puede provocar el desvío del piruvato, por ejemplo, al ciclo del TCA. Adicionalmente, las
PDK pueden ser inhibidas alostéricamente por los niveles de piruvato [47], lo que favorecería
la activación de las PDH y el aprovechamiento del piruvato en el ciclo de TCA.

(a) Normoxia. (b) Hipoxia.

Figura 5.6: Producción específica de lactato a distintas concentraciones de
piruvato. Se comparan los experimentos 1 y 2 (barras azules), 9 y 8 (barras
amarillas), 6 y 7 (barras verdes).

Por otro lado, al observar la Tabla 5.2, es posible notar que en 7 de los 9 experimentos qG
es mayor (o igual) para hASC cultivadas en condición hipóxica. Se ha reportado que hASC
sometidas a hipoxia exhiben un mayor consumo de glucosa por una sobreexpresión de los
glucotransportadores 1 y 3 (GLUT1 y GLUT3) favorecido por la acción del Factor Induci-
ble por Hipoxia (HIF-1) [158], esto da cuenta que el metabolismo de hASC está altamente
regulado por la tensión de oxígeno.

5.1.1. Concentraciones óptimas de nicotinamida y piruvato
Al ajustar los datos experimentales de fold change a un Modelo de Superficie de Respuesta

de segundo orden se obtienen las expresiones 5.1 y 5.2 (los coeficientes mostrados están
aproximados), para normoxia (R2 igual a 0,73) e hipoxia (R2 igual a 0,7), respectivamente.
Los puntos estacionarios para normoxia se encuentran en las concentraciones 6,29 mM de
piruvato y 6,37 mM de nicotinamida, mientras que en hipoxia se encuentran en 3,82 mM de
piruvato y 2,8 mM de nicotinamida. En ambos casos, los puntos corresponden a máximos,
por lo tanto, se consideran concentraciones óptimas, y por simplicidad el medio de cultivo
con estas concentraciones será nombrado como medio de cultivo α-MEM antiOX enriquecido.

FCN = 3, 52 + 0, 16 · CP yr + 0, 3 · CNam − 0, 02 · C2
P yr − 0, 03 · C2

Nam + 0, 02 · CP yr · CNam (5.1)
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FCH = 4, 17+0, 33·CP yr +6·10−4 ·CNam −0, 05·C2
P yr −0, 02·C2

Nam +0, 03·CP yr ·CNam (5.2)

(a) Normoxia. (b) Hipoxia.

Figura 5.7: Gráfico de contornos para la respuesta fold change en función
de la concentración de piruvato y nicotinamida.

Al observar la representación gráfica de las superficies de respuesta en la Figura 5.7, es
posible notar que en normoxia se predice un fold change máximo cuando el medio de cultivo
se ajusta a una proporción de piruvato y nicotinamida CP yr : CNam menor a 1, no así en
hipoxia donde se predice una respuesta máxima a una proporción CP yr : CNam mayor a 1.
Lo anterior puede deberse a que en normoxia las PDK se expresan en menor medida que
en hipoxia (considerando que el HIF-1 está predominantemente inactivo), lo que permitiría
tener PDH activas favoreciendo la conversión del piruvato en acetil-CoA ya sea para el ciclo
de TCA o para la acetilación de histonas, pero una mayor transformación del piruvato en
acetil-CoA y, por consiguiente, una menor producción de lactato significaría una menor tasa
de regeneración de NAD+. Por lo anterior, se requeriría tener mayor disponibilidad de un
precursor de NAD+, en este caso nicotinamida, que de piruvato en condición normóxica. Lo
contrario ocurriría en hipoxia, donde teóricamente se aprovecharía más el piruvato para la
producción de lactato generando NAD+, pero se necesitaría piruvato adicional para suplir el
ciclo de TCA y la acetilación de histonas. De todas formas, con los datos recopilados en esta
tesis no es posible corroborar (ni descartar) esta idea.

La Tabla 5.3 muestra los parámetros del crecimiento y metabolismo de hASC en normoxia
y medio de cultivo α-MEM antiOX enriquecido, donde se exhibe un fold change de 6,22 que es
significativamente mayor al control (medio α-MEM antiOX) y a los experimentos ejecutados
del DoE. Además. muestra una mayor tasa específica de crecimiento, un menor consumo
específico de glucosa, menor producción específica de lactato, mayor consumo específico de
piruvato, y al observar la curva de crecimiento (ver Figura 5.8) es posible notar que alcanza
un mayor número de células en fase estacionaria. Respecto al rendimiento ∆L/∆G, resulta
ser mayor para el medio α-MEM antiOX enriquecido, sin embargo, al evaluar el ∆L/∆C
se obtiene un valor de 1,14 que es significativamente menor al control (1,34). Lo anterior
da cuenta de una mayor eficiencia en el aprovechamiento de las fuentes de carbono en la
producción de energía con OxPhos [100, 154] y en rutas de biosíntesis.
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Tabla 5.3: Parámetros del crecimiento y metabolismo de hASC en normoxia
utilizando medio α-MEM antiOX enriquecido

Experimento Control Óptimo
Pyr (mM) 1 6,29
Nam (mM) 0,0082 6,37
µmáx (día−1) 0,660 0,746
td (h) 25,2 22,3
FC 4,76 6,22
qG (pmol·h−1·cel−1) 0,619 0,458
qL (pmol·h−1·cel−1) 1,053 0,865
qP (pmol·h−1·cel−1) 0,209 0,357
∆L/∆G 1,71 1,89
∆L/∆C 1,34 1,14

Figura 5.8: Cultivo en α-MEM antiOX y en α-MEM antiOX enriquecido
bajo normoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentración de me-
tabolitos. •: número de células, − × −: viabilidad, − • −: concentración de
glucosa, − • −: concentración de lactato, y − • −: concentración de piruvato
(las barras de error corresponden a desviación estándar para n = 2 cultivos).

40



La Tabla 5.4 muestra los parámetros del crecimiento y metabolismo de hASC en medio de
cultivo α-MEM antiOX enriquecido bajo la condición hipóxica. El cultivo optimizado mues-
tra un fold change de 5,2 que es mayor al control y también alcanza un número de células
superior (ver Figura 5.9), sin embargo, el fold change no es mayor respecto a los experimen-
tos ejecutados del DoE (el experimento 9 reporta un fold change de 5,3). Para encontrar las
concentraciones de piruvato y nicotinamida que reporten una respuesta significativamente
mayor en condición hipoxica se puede reducir el dominio experimental, iterar un nuevo dise-
ño de experimentos y evaluar las concentraciones en el punto estacionario para concluir si el
sistema continua siendo subóptimo o no [159, 160].

Además, las hASC cultivadas en medio de cultivo α-MEM antiOX enriquecido bajo condi-
ción hipóxica muestran menor consumo específico de glucosa, menor producción específica de
lactato, mayor consumo específico de piruvato, menor rendimiento ∆L/∆G y menor rendi-
miento ∆L/∆C, dando cuenta de una mayor eficiencia en el aprovechamiento de las fuentes
de carbono [100, 154]. Al observar la curva de crecimiento (ver Figura 5.9) es posible notar
que alcanza un mayor número de células en fase estacionaria.

Observando el perfil de metabolitos en las Figuras 5.8 y 5.9, es posible notar que la
variación de la concentración de piruvato no es despreciable, por lo tanto, el régimen de
alimentación de medio de cultivo fresco en modo repeated-batch (lotes repetitivos) [16] no
permite mantener constantes las concentraciones óptimas de piruvato. En particular, al ter-
mino el cultivo el piruvato llega hasta una concentración de 3,87 mM en condición normóxica
y a 2,13 mM en condición hipóxica, concentraciones que son significativamente menores a
las óptimas. Por lo anterior, sería recomendable realizar los experimentos en un régimen de
alimentación en modo perfusión donde se garantiza que las concentraciones de los nutrien-
tes permanezcan relativamente estables a lo largo del cultivo [16], y así evaluar el impacto
efectivo de las diferentes concentraciones de piruvato y nicotinamida en el crecimiento de
hASC. De todas formas, tanto en normoxia como en hipoxia se obtienen mejores desempeños
en los cultivos con concentraciones óptimas de piruvato y nicotinamida (en términos de fold
change) utilizando el modo repeated-batch.

Tabla 5.4: Parámetros del crecimiento y metabolismo de hASC en hipoxia
utilizando medio α-MEM antiOX enriquecido

Experimento Control Óptimo
Pyr (mM) 1 3,82
Nam (mM) 0,0082 2,80
µmáx (día−1) 0,660 0,648
td (h) 25,2 25,7
FC 4,71 5,20
qG (pmol·h−1·cel−1) 0,728 0,589
qL (pmol·h−1·cel−1) 1,321 1,088
qP (pmol·h−1·cel−1) 0,195 0,323
∆L/∆G 2,23 2,04
∆L/∆C 1,75 1,32
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Figura 5.9: Cultivo en α-MEM antiOX y en α-MEM antiOX enriquecido
bajo hipoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentración de meta-
bolitos. •: número de células, − × −: viabilidad, − • −: concentración de
glucosa, − • −: concentración de lactato, y − • −: concentración de piruvato
(las barras de error corresponden a desviación estándar para n = 2 cultivos).

Como se mencionó anteriormente, tanto en normoxia como en hipoxia al utilizar medio
α-MEM antiOX enriquecido se reporta una mayor tasa de consumo de piruvato. Lo anterior
puede ocurrir porque el transporte a través del transportador de monocarboxilato 2 (MCT2),
encargado del ingreso del piruvato a las células humanas [102, 103], es sensible a las concen-
traciones de piruvato en el medio extracelular e intracelular [103, 104]. Considerando que el
medio α-MEM antiOX enriquecido posee mayor concentración de piruvato en comparación al
control, entonces la tasa de ingreso de piruvato podría aumentar, y por consiguiente, podría
incrementarse la tasa de consumo específico de piruvato. De todas formas, se necesitan más
antecedentes con modelos de células madre humanas para corroborar (o descartar) esta idea.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el medio α-MEM antiOX enriquecido en condición
normóxica muestra el mejor desempeño para el crecimiento de hASC, por lo tanto, se continuó
trabajando con este cultivo para los siguientes experimentos. De todas formas, si se piensa
utilizar las hASC expandidas in vitro como un trasplante para pacientes, entonces sería
conveniente seguir explorando la condición de hipoxia considerando que eventualmente el
ambiente en el cual van a residir las células madre puede tener bajos niveles de oxígeno, lo
que provocaría un estrés metabólico y reduciría las posibilidades de sobrevivencia y retención
de las células en el tejido [43].
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5.1.2. Respecto a la metodología de optimización
La Metodología de Superficie de Respuesta (RSM) permitió encontrar concentraciones

óptimas de piruvato y nicotinamida en condición normoxica que maximizan el fold change.
De todas formas, es importante evaluar qué parámetros son los más convenientes por op-
timizar en la expansión de células madre mesenquimales. En los cultivos en monocapa, el
crecimiento de las hASC comienza a desacelerar rápidamente desde las 100 h producto de la
inhibición por contacto [151], mientras que en los cultivos en suspensión se puede elevar pro-
gresivamente la superficie de cultivo [80] prolongando significativamente el tiempo del mismo.
Considerando lo anterior, en cultivos en monocapa puede ser conveniente seguir utilizando el
fold change como parámetro de respuesta, mientras que en cultivos en suspensión puede ser
conveniente optimizar la tasa específica máxima de crecimiento ya que los factores inhibito-
rios del crecimiento (acumulación de desechos, competencia por los nutrientes y competencia
por el espacio [150]) están relativamente atenuados y la fase exponencial se podría extender
significativamente en el tiempo.

Una alternativa para optimizar tanto el fold change como la tasa de crecimiento (o incluso
más parámetros) de forma simultánea es el método de la función de deseabilidad global [130].
En este caso, todos los valores de los parámetros se normalizan, se les otorga una importancia
(o peso) relativa y luego se estima el valor de la respuesta global ponderando cada parámetro
(por lo general, se utiliza la media geométrica ponderada) [130]. De esta forma, se pueden
considerar todos los parámetros que se deseen optimizar.

Por otro lado, a pesar de que el piruvato y la nicotinamida mostraron tener efectos en el
crecimiento de hASC, se sabe que existen más componentes y condiciones del medio de cul-
tivo que tienen impacto sobre el cultivo de hMSC como factores de crecimiento, citoquinas,
aminoacidos esenciales, glutamina, concentración de oxígeno, y glucosa [98, 128, 127, 161],
cuyos niveles pueden ser optimizados para generar una formulación de medio de cultivo es-
pecífica para el rápido crecimiento de hASC. Sin embargo, para evaluar el impacto de todos
los componentes del medio de cultivo por medio de RSM sería necesario ejecutar un Diseño
de Experimentos (DoE) extenso (para k factores y 1 punto central se requieren 2k + 2 · k + 1
experimentos [130], así solo para 3 factores se necesitarían 15 experimentos), lo cual impli-
caría invertir en una gran cantidad de materiales y tiempo de trabajo. Una alternativa para
evitar ejecutar un excesivo número de experimentos es el model-assisted DoE [160, 162, 163].

El model-assisted DoE (mDoE) es una herramienta que combina modelos matemáticos
de organismos vivos y el Diseño de Experimentos [162, 163] donde las respuestas del cultivo
celular son simuladas en base a un modelo del bio-proceso [160], es decir, los valores de las
respuestas de cada experimento del DoE pueden ser estimadas in silico y luego ser ajustadas
a un Modelo de Superficie de Respuesta para encontrar los niveles óptimos de cada factor.
Utilizando el mDoE se ha podido reducir el número de experimentos ejecutados desde 29
(DoE convencional) a 4 (mDoE) permitiendo optimizar el cultivo de células mamíferas uti-
lizando modelos de balances de biomasa, sustratos, metabolitos y productos de interés en
función de concentraciones de glucosa y glutamina [160, 163]. De esta forma, con el mDoE
sería posible encontrar los niveles óptimos de distintos componentes y condiciones del medio
de cultivo para la expansión de hASC.
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5.2. Propiedades de células madre
Considerando que las hASC cultivadas en medio α-MEM antiOX enriquecido bajo normo-

xia exhiben la mayor cinética de crecimiento, se evalúan las propiedades troncales de células
madre únicamente de este cultivo.

Se sabe que el entorno nutricional, en particular, la concentración de piruvato y nicotina-
mida en el medio de cultivo poseen efectos sobre la diferenciación de células madre [164, 165],
lo que podría provocar una disminución del stemness. Para evaluar si las hASC cultivadas
en medio α-MEM antiOX enriquecido bajo normoxia conservan sus propiedades troncales se
estudia el panel de marcadores de superficie característico de células madre mesenquimales
mediante citometría de flujo (ver Anexo B) además de su potencial de diferenciación a 3
linajes mediante inducción y posterior tinción.

La Tabla 5.5 muestra la población relativa (de un total de ∼10.000 eventos) de célu-
las positivas para los marcadores CD45, CD34, CD90, CD105, CD44, CD73, CD19, CD29,
CD11b y HLA-DR. En particular, de acuerdo a la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(ISCT), para que una población de células pueda ser tipificada como un conjunto de células
madre mesenquimales, se debe cumplir que ≥95 % de la población muestre positividad para
CD105, CD73 y CD90, y que ≤2 % muestre positividad para CD45, CD34, CD11b, CD19 y
HLA-DR (característicos del linaje hematopoyético) [166]. Además se han identificado nuevos
marcadores que están presentes en la superficie de hMSC como CD29 y CD44 [167, 168].

Tabla 5.5: Inmunotipificación de marcadores de superficie

Marcador
Células positivas

α-MEM antiOX α-MEM antiOX
enriquecido

CD45 0,4 % 0,1 %
CD34 0,3 % 0,1 %
CD90 99,4 % 99,6 %
CD105 89,9 % 90,4 %
CD44 94,8 % 98,2 %
CD73 99,7 % 99,3 %
CD19 0,5 % 1,9 %

HLA-DR 0,1 % 0,6 %
CD11b 0,4 % 0,1 %
CD29 99,9 % 100,0 %

De acuerdo a la Tabla 5.5, es posible notar que las hASC cultivadas en α-MEM anti-
OX enriquecido exhiben una positividad ≤2 % para los marcadores CD45, CD34, CD11b,
CD19 y HLA-DR cumpliendo con el criterio de la ISCT. Por otro lado, las hASC cultivadas
en α-MEM antiOX enriquecido exhiben una positividad ≥95 % para CD73, CD90, CD44 y
CD29, pero CD105 solo alcanza una positividad del 90,4 %. De todas formas, CD105 posee
una positividad del 89,9 % en hASC control, por lo tanto, puede haber habido un error de
procedimiento en la preparación de las muestras, o las hASC sufrieron una variación en la
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expresión de este marcador durante el cultivo que es independiente de las composiciones de
enriquecimiento.

En la Figura 5.10 se visualiza el ensayo de diferenciación adipogénica. Se observa que
las hASC cultivadas en medio α-MEM antiOX enriquecido exhiben acumulación de cuerpos
lipídicos intracelulares, cuyos ácidos grasos que se tiñen con aceite rojo O [169]. Lo anterior
da cuenta que las hASC expandidas en α-MEM antiOX enriquecido conservan el potencial
de diferenciación adipogénico.

Figura 5.10: Diferenciación adipogénica. A) Control de α-MEM antiOX,
B) Control de α-MEM antiOX enriquecido, C) Diferenciado de α-MEM
antiOX, y D) Diferenciado de α-MEM antiOX enriquecido.

La Figura 5.11 muestra el ensayo de diferenciación condrogénica. Se observa que las hASC
cultivadas en α -MEM antiOX enriquecido quedan teñidas con safranina que se une a los
glucosaminoglicanos característicos de los cartílagos [170]. En particular, se hubiera esperado
obtener un agregado celular durante la etapa de condensación celular donde las MSC comien-
zan a compactarse y formar una masa celular densa [171, 172], lo cual no se logró observar
hasta los 14 días de inducción, por lo que se decide extender el proceso de condrogénesis
hasta los 20 días, sin embargo, no se obtienen resultados satisfactorios.

Lo anterior puede haber ocurrido porque la siembra se realizó a una densidad celular baja
cuya confluencia no permitió una interacción temprana entre las hASC para la formación del
agregado celular, o se puede evaluar el uso de pocillos con superficies de baja adhesión celular
(Ultra-Low Attachment) como los utilizados en la formación de esferoides [88]. De todas
formas, se observa que las hASC cultivadas en α -MEM antiOX enriquecido exhiben una
alta secreción de glucosaminoglicanos, por lo tanto, existe potencialidad para diferenciarse
en condrocitos.
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Figura 5.11: Diferenciación condrogénica. A) Control de α-MEM antiOX,
B) Control de α-MEM antiOX enriquecido, C) Diferenciado de α-MEM
antiOX, y D) Diferenciado de α-MEM antiOX enriquecido.

La Figura 5.12 muestra el ensayo de diferenciación osteogénica. Se visualiza que las hASC
cultivadas en α -MEM antiOX enriquecido acumulan depósitos de calcio en el medio extra-
celular que quedan teñidos con alizarina roja O [173], dando cuenta que las hASC conservan
la potencialidad de convertirse en osteocitos.

Figura 5.12: Diferenciación osteogénica. A) Control de α-MEM antiOX,
B) Control de α-MEM antiOX enriquecido, C) Diferenciado de α-MEM
antiOX, y D) Diferenciado de α-MEM antiOX enriquecido.
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Para hacer una comparación entre el potencial de diferenciación de las células cultiva-
das en medio α-MEM antiOX y α-MEM antiOX enriquecido se recomienda realizar ensayos
cuantitativos. Las metodologías convencionales se basan en la medición de absorbancia del
tinte eluido desde las células diferenciadas, sin embargo, estos ensayos requieren tiempo pa-
ra ser realizados, no son automáticos y poseen baja reproducibilidad. Una alternativa más
prometedora es el Análisis de Imágenes Digitales (DIA) donde se capturan imágenes de mi-
croscopía óptica del cultivo previamente teñido con los tintes y se procesan por un software
especializado [174].

5.3. Cultivo en suspensión
Habiendo validado el impacto positivo en el crecimiento de hASC del medio α-MEM

antiOX enriquecido en normoxia, se probó su efectividad en un cultivo en suspensión en
spinner flask de fondo curvo con microcarriers Cytodex® 1. Se hablará del medio α-MEM
antiOX enriquecido como un medio de cultivo “candidato a óptimo” considerando que no se
utilizó ninguna metodología de optimización para cultivos 3-D.

Tabla 5.6: Parámetros del crecimiento y metabolismo de hASC en suspen-
sión bajo normoxia

Experimento Control Candidato a
óptimo

Pyr (mM) 1 6,29
Nam (mM) 0,0082 6,37
µmáx (día−1) 0,257 ± 0,068 0,168 ± 0,124
td (h) 64,8 ± 18,1 99,0 ± 288,8
FC 6,81 ± 0,36 2,70 ± 1,43
qG (pmol·h−1·cel−1) 0,231 ± 0,048 0,035 ± 0,004
qL (pmol·h−1·cel−1) 0,420 ± 0,06 0,095 ± 0,009
qP (pmol·h−1·cel−1) 0,035 ± 0,004 0,050 ± 0,003
∆L/∆G 1,82 ± 0,03 2,19 ± 0,34
∆L/∆C 1,58 ± 0,02 1,04 ± 0,08

La Tabla 5.6 muestra los parámetros de crecimiento celular y metabolismo de hASC cul-
tivadas en suspensión. El fold change para el cultivo candidato a óptimo es de 2,7 mientras
que para el cultivo control (α-MEM antiOX) es de 6,81 y, respecto a la tasa específica de
crecimiento, para el cultivo candidato a óptimo es de 0,168 día−1 y para el cultivo control
es de 0,257 día−1. Lo anterior hace suponer que el medio de cultivo α-MEM antiOX es más
favorable para el cultivo de hASC en suspensión. Por otro lado, las hASC cultivadas en me-
dio de cultivo candidato a óptimo exhiben un menor consumo específico de glucosa, menor
producción específica de lactato, mayor consumo específico de piruvato, y menor rendimiento
de lactato a partir de fuentes de carbono, por lo tanto, la eficiencia en el aprovechamiento de
los nutrientes es mayor en el cultivo candidato a óptimo.

Respecto a los valores específicos de las tasas de consumo/producción de glucosa y lacta-
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to, se estima un qG de 0,035 pmol·h−1·cel−1 y un qL de 0,095 pmol·h−1·cel−1 en promedio
para el cultivo candidato a óptimo. Estas estimaciones (a diferencia del cultivo control) se
encuentran un orden de magnitud por debajo de valores reportados en estudios con hASC
(Schop et al. reportó un qG de 0,383 pmol·h−1·cel−1 en α-MEM 15 % SFB [100], Muoio et
al. reportó un qG de 0,15 pmol·h−1·cel−1 y un qL de 0,417 pmol·h−1·cel−1 en un medio xeno
free [175]). Esto puede deberse a que las hASC cultivadas en el medio α-MEM antiOX en-
riquecido, a pesar de entrar en fase exponencial al término del cultivo (probablemente una
fase exponencial temprana donde la tasa de duplicación aún no es máxima [147]), aún no
estabilizan su estado metabólico sino que están adaptándose al nuevo entorno nutricional, se
sabe incluso que el consumo de glucosa y la producción de lactato de hASC pueden variar de
acuerdo a las condiciones del cultivo [98, 176]. Por lo general, durante la fase exponencial se
asume un estado (pseudo) estacionario de las tasas de consumo/producción de metabolitos en
algunos cultivos de células mamíferas [177, 178, 179], por lo tanto, se recomienda caracterizar
el metabolismo en esta etapa del crecimiento, por lo menos, para una primera aproximación.

La Figura 5.13 muestra las curvas de crecimiento y variación de la concentración de meta-
bolitos. El cultivo en α-MEM antiOX enriquecido no supera las 3,7×107 células en promedio
a diferencia del cultivo en α-MEM antiOX que se eleva por sobre 8,8×107 células en prome-
dio. De todas formas, sería conveniente realizar un cultivo en triplicado considerando la gran
dispersión de los datos en la fase exponencial de la curva de crecimiento del cultivo candidato
a óptimo, donde se estima una desviación estándar que supera las 2,2×107 células. Conside-
rando que el cultivo en α-MEM antiOX enriquecido no alcanzó un elevado número de células,
se optó por no escalar el volumen manteniéndolo en los 50 mL iniciales. Por el contrario, el
volumen del cultivo en α-MEM antiOX se aumentó a 75 mL el día 4 y a 100 mL el día 7,
agregando medio de cultivo fresco y microcarriers para mantener la concentración de 8 g/L.
Cuando se incorporan microcarriers “desnudos” al medio de cultivo aumenta la superficie
volumétrica del mismo y las células madre pueden migrar hacia estos nuevos microcarriers
(bead-to-bead transfer) incluso en agitación continua, reduciendo así la posibilidad de agre-
gación de las células [80]. De todas formas, al observar la Figura 5.14 es posible notar que
se forman agregados de microcarriers en el cultivo control, por lo tanto, sería conveniente
evaluar el uso de una agitación intermitente inmediatamente después de la adición de los
microcarriers frescos para reducir el grado de agregación [80] y para favorecer la migración
efectiva de las hASC.

Por otro lado, es posible notar que la fase lag del crecimiento es más extensa para el
cultivo en α-MEM antiOX enriquecido. La fase lag esta caracterizada por la reconstrucción
del citoesqueleto y la secreción de matriz extracelular para facilitar la unión con la superficie
de cultivo luego de la tripsinización [180, 181].

En particular, la hidratación de los microcarriers y el “equilibrio” del medio de cultivo
(alcanzar la temperatura deseada, el pH deseado, el equilibrio de gases, etc.) deben ocurrir
correctamente antes de la inoculación para que la adhesión (attachment) de las células a la
superficie de cultivo sea óptima [13, 182, 183]. Al observar la Figura 5.14 es posible notar
que parte de los microcarriers en el cultivo candidato a óptimo tienen un centro iluminado,
que se presume podrían ser burbujas (aunque no es concluyente), siendo aparentemente un
indicador de una hidratación deficiente del lote de microcarriers utilizado en este cultivo
(que no fue preparado simultáneamente con el lote de microcarriers utilizado en el cultivo

48



control), lo que puede haber influido en el extenso periodo de la fase lag del crecimiento.

Figura 5.13: Cultivo en suspensión con α-MEM antiOX y α-MEM antiOX
enriquecido bajo normoxia. Arriba curvas de crecimiento, abajo concentra-
ción de metabolitos. •: número de células, − • −: concentración de glucosa,
− • −: concentración de lactato, y − • −: concentración de piruvato (las
barras de error corresponden a desviación estándar para n = 2 cultivos).

Por otro lado, al observar la Figura 5.13, es posible notar que para el cultivo en α-MEM
antiOX enriquecido, aproximadamente entre los tiempos 97 y 120 h, no existe variación en la
concentración de glucosa, por lo tanto, durante 23 h no hay consumo neto evidente de este
nutriente. Por el contrario, el piruvato se consume durante todo el periodo de cultivo, repor-
tando la menor variación de concentración entre los tiempos 73 y 97 h. Lo anterior puede dar
cuenta de un switch o cambio metabólico hacia un mayor aprovechamiento del piruvato como
fuente de carbono. En particular, la fase lag es un periodo de adaptación al nuevo entorno de
cultivo donde las células aumentan en masa y volumen sin duplicarse, y su extensión puede
depender de la viabilidad del inóculo, la fase del crecimiento en la que se encuentran las
células al subcultivar [184, 185] y la composición del medio de cultivo [12]. Considerando
que las hASC se expanden previamente en medio α-MEM antiOX y luego pasan a un me-
dio enriquecido en piruvato (y nicotinamida), entonces debe existir una adaptación al nuevo
entorno nutricional provocando que la fase lag del crecimiento se extienda significativamente
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en comparación al control.

Para reducir el impacto del cambio a un nuevo entorno nutricional, se recomienda inocu-
lar el cultivo en suspensión utilizando el mismo medio de expansión (en este caso α-MEM
antiOX) y enriquecerlo progresivamente hasta llegar a los 6,29 mM de piruvato y 6,37 mM
de nicotinamida, por ejemplo, en un periodo de 4 días considerando que en el tiempo 97 h se
aprecia un aparente switch metabólico. Por otro lado, se podría expandir las hASC en las con-
diciones de enriquecimiento antes de la inoculación del cultivo en suspensión y así adaptarlas
previamente. Adicionalmente, se debe considerar que la concentración de nicotinamida no fue
monitorizada, por lo tanto, no se puede garantizar a priori que durante el cultivo candidato
a óptimo se alcance el nivel de enriquecimiento de 6,37 mM. A diferencia de los cultivos en
monocapa, donde se recambió completamente el medio de cultivo por medio fresco, en los
cultivos en suspensión sólo se recambió una fracción del volumen del medio, por lo tanto,
si la nicotinamida es consumida por las hASC, entonces el volumen remanente quedaría en
concentraciones inferiores a 6,37 mM. Esto podría explicar también el rendimiento deficiente
del cultivo candidato a óptimo.

La Figura 5.14 muestra la evolución del cultivo en el tiempo visualizado bajo microscopía.
Es posible observar, que el cultivo control alcanza confluencias mayores en menor tiempo
en comparación al cultivo candidato a óptimo. El día 10 se ven agregados de microcarriers
tanto en el control como en el candidato a óptimo. En ambos casos, al interior del área
interna gobierna la difusión para el intercambio de nutrientes [79], lo que es más ineficiente
que el trasporte por convección. Además, la agregación reduce la superficie de cultivo para
el crecimiento de MSC impactando en la proliferación de las mismas [85], por lo tanto, se
deben pensar en medidas de mitigación como la agitación intermitente luego de agregar
nuevos microcarriers como se mencionó anteriormente, o aumentar la velocidad de agitación
a niveles óptimos mientras transcurre el tiempo de cultivo para garantizar la suspensión
efectiva de los microcarriers más pesados al cargar mayor cantidad de células [80].

Figura 5.14: Visualización de cultivo en suspensión con microcarriers.
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5.3.1. Respecto al escalamiento del cultivo
El número de células que se pudieron obtener en los cultivos en suspensión es significati-

vamente mayor al obtenido en los cultivos en monocapa, tanto si se utiliza el medio α-MEM
antiOX como el α-MEM antiOX enriquecido. Sin embargo, las tasas específicas de crecimien-
to son menores a las obtenidas en los cultivos en monocapa. Esto puede deberse a que en los
cultivos agitados existe esfuerzo de corte y hay una baja acumulación de factores de creci-
miento y factores paracrinos [86]. Para subsanar estas deficiencias se puede explorar el uso
de surfactantes como Pluronic F68 que protege a las células del esfuerzo de corte [21, 80], y
el uso de suero humano, lisado de plaquetas o plasma rico en plaquetas [80, 186, 187], que
han mostrado ser una fuente de factores de crecimiento que incrementan la proliferación de
células madre mesenquimales [186, 187].

Adicionalmente, se podrían explorar distintas configuraciones del sistema de agitación. En
particular, los impellers (impulsores) de flujo axial requieren menor energía para suspender
los microcarriers en comparación a los de flujo radial [188], además los flujos orientados axial-
mente son beneficiosos para la expansión de hMSC [189]. Se ha reportado que los impellers
de tipo pitched-blade permiten agitar el cultivo a bajas velocidades reduciendo el esfuerzo de
corte [21]. Sin embargo, en este estudio se utilizaron spinner flask los que poseen sistemas de
agitación de flujo radial [79], por lo tanto, se podría explorar el escalamiento del cultivo en
biorreactores de tanque agitado.

5.4. Proyecciones
La manipulación del metabolismo permitiría mejorar el desempeño terapéutico de las

hMSC, ya sea para favorecer la retención en el tejido, la sobrevivencia, la inmunomodula-
ción, o la diferenciación [190], y los modelos metabólicos han ayudado a predecir las mejores
condiciones para una expansión a gran escala [190]. Por lo anterior, comprender cómo evo-
luciona el estado metabólico de hMSC ante distintos entornos nutricionales es crítico para
poder desarrollar una terapia efectiva.

En este trabajo se observó que el piruvato y la nicotinamida impactan en el metabolismo
y crecimiento de hASC. Además, se mostró que el piruvato es un sustrato de hASC cuya tasa
de consumo no es despreciable y depende de su disponibilidad en el medio de cultivo y la
tensión de oxígeno, al igual que el consumo de glucosa y la producción de lactato. Estos re-
sultados permitirían dar pie a la construcción de un modelo metabólico específico para hASC
que puede ser eventualmente complejizado incorporando la regulación de transcripción de
enzimas para generar, por ejemplo, un modelo a escala genómica [190]. En particular, las ta-
sas de producción/consumo de metabolitos pueden ser utilizadas como restricciones para las
modelos, las cuales son estimadas por medio de la medición de los cambios de concentración
en el medio de cultivo [190]. En particular, en este trabajo no se monitorizó la concentración
de nicotinamida, sin embargo, en estudios futuros se podría medir por espectrofotometría
mediante la reacción König [191], y así determinar si la nicotinamida es efectivamente un
sustrato y cómo varía su consumo ante distintas condiciones del cultivo.

Las hASC cultivadas en el medio α-MEM antiOX enriquecido mantienen el perfil de mar-
cadores de superficie y el potencial de diferenciación en 3 linages, por lo tanto, podrían ser
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utilizadas en terapia celular y medicina regenerativa. De todas formas, aún es necesario es-
tandarizar el proceso de expansión en condiciones xeno free, esto es prescindir del uso de
SFB y tripsina (ambos derivados de animales). Como se mencionó en secciones anteriores el
SFB podría ser reemplazado por suero humano, lisado de plaquetas o suero rico en facto-
res, y considerando que los experimentos se realizaron en baja concentración de SFB (5 %),
entonces los niveles de enriquecimiento óptimos de piruvato y nicotinamida podrían servir
como puntos de partida para la adaptación a un medio libre de xenógenos. Respecto al uso
de tripsina (de origen porcino) para despegar las células, podría ser reemplazada por Try-
pLE, una enzima recombinante comercial [192]. Esta enzima además ha sido utilizada para
la cosecha de hMSC expandidas en microcarriers [80], lo que permitiría recuperar las hASC
y utilizarlas eventualmente para fines médicos.

Respecto al escalamiento, los cultivos en suspensión con microcarriers son mejor alternati-
va en comparación a cultivos en monocapa para alcanzar grandes cantidades de hASC, no sólo
porque se logra un rendimiento volumétrico máximo mayor (comparando los cultivos con me-
jor rendimiento, en suspensión en α-MEM antiOX se obtienen ∼880.000 cel/mL mientras que
en monocapa en α-MEM antiOX enriquecido bajo normoxia se obtienen ∼327.000 cel/mL),
sino también porque el volumen (y superficie) de cultivo puede ser escalada progresivamente
sin que exista una desaceleración significativa del crecimiento. Lo anterior permitiría alcan-
zar cantidades de hASC suficientes para fines terapéuticos utilizando una misma unidad de
cultivo (spinner flask o tanque agitado) evitando incurrir en una rutina constante de pasajes
como ocurre con cultivos en monocapa. De todas formas, el esfuerzo de corte generado por la
agitación debe ser minimizado considerando que las hMSC son altamente sensibles a este es-
tímulo mecánico [193], al igual que la formación de agregados de microcarriers. En particular,
Jossen et al. probó 6 niveles de agitación (25, 43, 49, 63, 90 y 120 rpm) en spinner flask con
microcarriers, de las cuales la agitación a 49 rpm permitió mantener la mayor cantidad de
hASC y la mayor tasa específica de crecimineto [193]. Este nivel de agitación, no genera los
menores esfuerzos de corte (en comparación a las 25 y 43 rpm) ni reporta la menor formación
de agregados de microcarriers (en comparación a las 63, 90 y 120 rpm) [193], por lo tanto,
pueden existir más variables que se deben considerar al momento de determinar la agitación
que más favorezca el crecimiento de las células.
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Capítulo 6

Conclusiones
El medio α-MEM antiOX (medio α-MEM suplementado con antioxidantes) desarrollado

en la tesis de Lorna León [68], demostró un buen desempeño en el crecimiento de células
madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano (hASC). En esta misma línea se
continúa mejorando el medio de cultivo probando el enriquecimiento del medio α-MEM an-
tiOX con piruvato y nicotinamida.

Para explorar el impacto de distintos niveles de enriquecimiento del medio en cultivo,
se montó un Diseño de Experimentos (DoE) considerando distintas combinaciones de con-
centraciones de piruvato y nicotinamida en cultivos de hASC en monocapa bajo normoxia
(∼21 %O2) e hipoxia (5 %O2). Al ejecutar el DoE fue posible observar que el piruvato y la
nicotinamida tenían efectos sobre el crecimiento y el metabolismo de hASC al igual que la
presión parcial de oxígeno. En particular, la tasa específica de crecimiento máxima varía entre
0,482-0,636 día−1 en normoxia y 0,468-0,655 día−1 en hipoxia; el tiempo de duplicación entre
26,2-34,5 h en normoxia y 25,4-35,5 h en hipoxia; y el fold change del número de células entre
3,84-4,96 en normoxia y 3,11-5,30 en hipoxia. Algunas condiciones fueron menos favorables
para la proliferación que otras, lo que puede explicarse presumiblemente por los efectos de
una osmolaridad elevada y el estrés oxidativo de los distintos estados metabólicos.

Para estimar las concentraciones óptimas se utilizó la Metodología de Superficie de Res-
puesta (RSM) ajustando el fold change del número de células de los cultivos a un modelo de
segundo orden. Luego de aplicar el modelo, se obtuvieron las concentraciones que maximizan
el fold change: 6,29 mM de piruvato y 6,37 mM de nicotinamida para el cultivo en normoxia,
y 3,82 mM de piruvato y 2,8 mM de nicotinamida para el cultivo en hipoxia. Al probar el
medio α-MEM antiOX enriquecido se reportó un aumento del fold change del 31 % y 10 % en
normoxia e hipoxia, respectivamente, comparado al medio basal (α-MEM antiOX) demos-
trando tener un mejor desempeño en el crecimiento de hASC. Adicionalmente, se observó
un descenso del 15 % y 24 % del rendimiento de lactato a partir de glucosa más piruvato
(∆L/∆C) en normoxia e hipoxia, respectivamente, demostrando una mayor eficiencia en el
aprovechamiento de los nutrientes.

Considerando que el medio α-MEM antiOX enriquecido reportó el mejor desempeño en
cuanto al crecimiento de hASC en condición normóxica, se realizaron ensayos para verifi-
car si las hASC mantienen sus propiedades troncales. Respecto a la inmunotipificación de
marcadores de superficie, la población de células muestra positividad superior al 90 % para
CD73, CD90, CD44, CD29 y CD105, mientras que muestra una positividad menor al 2 %
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para CD45, CD34, CD11b, CD19 y HLA-DR, por lo tanto, no existen cambios significativos
en la expresión de marcadores. Respecto al potencial de diferenciación, las hASC conservaron
su capacidad de diferenciarse en adipocitos, condrocitos y osteoblastos.

Para probar el desempeño del medio α-MEM antiOX enriquecido en un cultivo en sus-
pensión, se escaló el cultivo a un bioreactor tipo spinner flask con microcarriers Cytodex®
1 en condición normóxica. El cultivo con medio α-MEM antiOX enriquecido en suspensión
no mostró un aumento del fold change sino que reportó una disminución del 60 % respecto a
la condición basal sin superar las 37×106 células en promedio, lo cual se explica por la ex-
tensa fase lag a causa de una aparente adaptación a las nuevas condiciones nutricionales del
medio de cultivo y deficiencias en algunos procedimientos experimentales. De todas formas,
el ∆L/∆C fue significativamente menor para el medio α-MEM antiOX enriquecido, por lo
tanto, puede seguir siendo promisorio explorar este medio para futuros cultivos en suspen-
sión. Para reducir el tiempo de la fase lag se recomienda enriquecer el medio de cultivo del
spinner flask de forma progresiva o expandir las hASC en las condiciones de enriquecimiento
previamente a la inoculación.

En el cultivo en suspensión se logró escalar la superficie de cultivo adicionando microca-
rriers frescos manteniendo la concentración inicial de 8 g/L, lo que resulta en un crecimiento
sostenido de las hASC durante todo el periodo de cultivo en α-MEM antiOX. Sin embargo, se
observa la generación de agregados celulares, lo que es desfavorable para la proliferación, por
lo tanto, se recomienda evaluar la agitación intermitente inmediatamente después de agregar
los microcarriers frescos y/o incrementar la velocidad de agitación de forma proporcional al
tiempo de cultivo.

En este trabajo se exploraron distintas estrategias de bioprocesos para la expansión de
hASC y se evaluó su desempeño en base a la estimación de parámetros de cinética de cre-
cimiento y estados metabólicos. Adicionalmente, se ofrece una primera aproximación a una
metodología de optimización de las condiciones de cultivo basada en modelos estadísticos, la
cual puede seguir perfeccionándose y acoplarse a modelos que describan el comportamiento
de la población celular con el model-assisted DoE.
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Anexo A

Composición medio α-MEM
Tabla A.1: Componentes medio de cultivo α-MEM (Gibco™)

Componente PM (g/mol) mg/L mM
Aminoácidos

Glicina 75 50 0,66667
L-Alanina 89 25 0,2809
L-Arginina 211 105 0,49763
L-Asparagina-H2O 150 50 0,33333
L-Ácido aspártico 133 30 0,22556
L-Clorhidrato de cisteína-H2O 176 100 0,56818
L-Cisteína-2 HCl 313 31 0,09904
L-Ácido glutámico 147 75 0,5102
L-Glutamina 146 292 2
L-Histidina 155 31 0,2
L-Isoleucina 131 52,4 0,4
L-Leucina 131 52,4 0,4
L-Lisina 183 73 0,3989
L-Metionina 149 15 0,10067
L-Fenilalanina 165 32 0,19394
L-Prolina 115 40 0,34783
L-Serina 105 25 0,2381
L-Treonina 119 48 0,40336
L-Triptófano 204 10 0,04902
L-Tirosina 225 52 0,23111
L-Valina 117 46 0,39316

Vitaminas
Ácido ascórbico 176 50 0,28409
Biotina 244 0,1 0,0041
Cloruro de colina 140 1 0,00714
D-Pantotenato de calcio 477 1 0,00209
Ácido fólico 441 1 0,00227
Niacinamida 122 1 0,0082
Clorhidrato de piridoxal 204 1 0,0049
Riboflavina 376 0,1 0,00266
Clorhidrato de tiamina 337 1 0,00297
Vitamina B12 1355 1,36 0,001
i-Inositol 180 2 0,01111
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Tabla A.2: Componentes medio de cultivo α-MEM (Gibco™) (continuación)

Componente PM (g/mol) mg/L mM
Sales inorgánicas

Cloruro de calcio (CaCl2) 111 200 1,8018
Sulfato de magnesio (MgSO4) 120 97,67 0,81392
Cloruro de potasio (KCl) 75 400 5
Cloruro de sodio (NaCl) 58 6800 117
Fosfato de sodio monobásico (NaH2PO4-H2O) 138 140 1

Ribonucleósidos
Adenosina 267 10 0,03745
Citidina 243 10 0,04115
Guanosina 283 10 0,03534
Uridina 244 10 0,04098

Desoxirribonucleósidos
2’Desoxiadenosina 251 10 0,03984
2’Desoxicitidina HCl 264 11 0,04167
2’Desoxiguanosina 267 10 0,03745
Timidina 242 10 0,04132

Otros
D-Glucosa 180 1000 5,55556
Ácido lipoico 206 0,2 0,00097
Rojo fenol 376,4 10 0,02657
Piruvato de sodio 110 110 1
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Anexo B

Datos citometría de flujo

Figura B.1: Histogramas para muestras incubadas con isotipo IgG1. Resul-
tados para muestras de hASC cultivadas en monocapa en medio α-MEM
antiOX (arriba) y α-MEM antiOX enriquecido (abajo).
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Figura B.2: Histogramas para muestras incubadas con FITC-anti CD45 y
PE-anti CD34. Resultados para muestras de hASC cultivadas en monocapa
en medio α-MEM antiOX (arriba) y α-MEM antiOX enriquecido (abajo).
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Figura B.3: Histogramas para muestras incubadas con FITC-anti CD90 y
PE-anti CD105. Resultados para muestras de hASC cultivadas en monocapa
en medio α-MEM antiOX (arriba) y α-MEM antiOX enriquecido (abajo).
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Figura B.4: Histogramas para muestras incubadas con FITC-anti CD44 y
PE-anti CD73. Resultados para muestras de hASC cultivadas en monocapa
en medio α-MEM antiOX (arriba) y α-MEM antiOX enriquecido (abajo).
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Figura B.5: Histogramas para muestras incubadas con FITC-anti CD19 y
PE-anti HLA-DR. Resultados para muestras de hASC cultivadas en mo-
nocapa en medio α-MEM antiOX (arriba) y α-MEM antiOX enriquecido
(abajo).
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Figura B.6: Histogramas para muestras incubadas con FITC-anti CD11b y
PE-anti CD29. Resultados para muestras de hASC cultivadas en monocapa
en medio α-MEM antiOX (arriba) y α-MEM antiOX enriquecido (abajo).
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