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RESUMEN

En la actualidad se conoce que las células de la médula ésea (CMO) constituyen una fuente potencial para el
tratamiento de una amplia variedad de enfermedades, entre las que se destacan las de origen hematolégico y
neurolégico. Se sabe también que estas células son capaces de diferenciarse en células nerviosas, de ahi que sean
consideradas como una fuente valiosa para el tratamiento de afecciones neurolégicas que tienen como sustrato
una pérdida celular subyacente. Con el objetivo de caracterizar las CMO, se realizé la titulacién de los anticuerpos
que se emplearon para la caracterizacién celular. Esto permitié evaluar la dilucién de trabajo mas eficaz de estos
anticuerpos y caracterizar estas células desde el punto de vista inmunofenotipico. Se titularon cuatro anticuerpos
monoclonales dirigidos contra diferentes epitopes celulares (CD34; CD38; CD45 y CD90), teniendo en cuenta las
especificaciones propuestas por el fabricante para cada uno de ellos. Utilizando un gradiente de Ficoll, se aislaron
las células mononucleares de la médula ésea de rata (n=20), las cuales se evaluaron mediante una técnica
inmunocitoquimica que permite la identificacién de moléculas en la superficie celular. Para cada anticuerpo se
obtuvo una dilucién de trabajo cuya identificacion de las células fue similar a la que se describe con la dilucién
sugerida por el fabricante. Se observé ademas, que la poblacién estudiada era CD34; CD38; CD45 y CD90
positivas para las diferentes diluciones. Los resultados indicaron el porcentaje de expresion de cada uno de los
marcadores caracterizados inmunofenotipicamente sobre la poblacién celular de la médula ésea, ademas de que
constituyen un ahorro econémico, si se tiene en cuenta que con la optimizaciéon de la dilucién de trabajo del
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anticuerpo se disminuye la cantidad de reactivo que se ha de utilizar.

Introduccion

Las células de la médula ésea (CMO) son una fuente
alternativa importante, con un elevado grado de
confiabilidad para €l trasplante celular en aquellas
enfermedades en las que se necesita la generacion del

tejido dafiado, como en las enfermedades neurol dgicas.
Debido aque sehan presentado seriosproblemaséticos
con otras fuentes utilizadas para el trasplante celular
(como, por ejemplo, €l tejido fetal) y que su disponibi-
lidad ha estado limitada, los cientificos se dieron ala
tarea de encontrar otras fuentes celulares alternativas
no embrionicas, ricas en células progenitorasy células
madre [1], capaces de presentar un fenotipo neural in
vitro [2, 3] ein vivo después del trasplante [4, 5]. El

trasplante de CM O se ha utilizado; de manera exitosa,
en animales que han sufrido un dafio cerebral traumético
[6] vy en laisquemia estriatal para reducir € déficit

motor que aparece después del dafio [7]. Més recien-
temente se harealizado € trasplante de CMO autéloga
pararevertir e déficit cognitivo observado enun modelo
animal de enfermedad de Huntington [8].

El objetivo de estainvestigacion consistio enredlizar
la titulacion de diferentes anticuerpos capaces de
detectar proteinas en la membrana de las células
mononucleares (CD34; CD38; CD45 y CD90). Ello
permitio determinar la dilucion de trabajo mas eficaz
paracadauno de estos anticuerposy a mismo tiempo
caracterizar las células obtenidas a partir de lamédula
Osea de ratas. Para € Centro de Restauracion Neu-
rol6gica este estudio reviste gran importancia, ya que
al conocer las caracteristicasinmunofenctipicas de estas
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células se aportan datos de interés rel acionados con su
estadio de diferenciacion y su potencialidad para el
empleo en protocolos de trabajo que las incluyan en
sus disefios de tratamiento.

Materiales y métodos

Como sujetos experimentales, se utilizaron ratas de
lalinea Sprague Dawley (SD), con un peso corporal
entre 250 y 300 g (CENPALAB, La Habana, Cuba).
Sedistribuyeron 5 animales por caja, con acceso libre
a aguay al aimentoy con ciclos de luz/oscuridad de
12 h, hasta que fueron sacrificadas para el estudio
inmunocitoquimico [9]. Se incluyeron todos |os ani-
mal es que no mostraron signos de infeccion o lesién
de algun tipo ni en la carani en las extremidades, asi
como los que no mostraron falta de pelaje u otra
alteracion que indicara que no eraunarata normal. El
tamarfio de la muestra fue de n=20.

Obtencién de células mononucleadas

de la médula ésea de rata

Se anesteciaron las ratas SD machos por via in
traperitoneal con hidrato de cloro a 7% (0.6 mg/kg de
peso corporal). Se le realiz6 un corte de lapidl en las
patas traseras, decolando €l tejido paralelo a hueso y
se les extragjo ambos fémur. Durante 30 minutos, €
hueso extraido se colocéd en una placa de Petri con
solucién salina fisiologica a 0.9%. La médula 6sea se
obtuvo pasando PBS estéril (NaCl, 8g/L; KCl,0.2g/L;
NaHPO,, 1.09g/L; KH.PO,, 0.26 g/L, pH 7.2) conuna
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jeringuillaatravés de unadelas epifisisdel fémur. Las
célulasdelamédul adsease recogieron en tubosestériles
para su posterior lavado por centrifugacion [10].

Aislamiento de las células mononucleadas
de la médula 6sea de ratas

Las células de la médula dsea que estaban en sus-
pensién, se lavaron con PBS 1 X, 3 veces durante
10 minutosa2 000 rpm a20 °C. Se colocaron 2.5 mL
de Ficoll-Hypague en un tubo de cristal graduado y
se depositaron 5 mL de la mezcla PBS-células en
suspension, dejandolos caer por las paredes del tubo
deformacuidadosa. Se centrifugd durante 45 minutos
a 2800 rpm, aunatemperaturade 20 °C. Se extragjola
capa de células mononucl eadas, succionando con una
pipeta, y seguidamente se lavaron. El sobrenadante
se desech6 en un recipiente con hipoclorito y el se-
dimento celular se resuspendié en PBS 1X [11].

Técnica inmunocitoquimica

El ensayo inmunocitoquimico empleado en este estudio
permitio detectar, de manera especifica, las proteinas
desuperficiecdular. Seutilizé unformatoen el cua las
[dminas de 12 pocillos se recubrieron con las células
mononucleares a las cuales se uniria el anticuerpo
monoclonal especifico contra una de las proteinas en
estudio CD34, CD38, CD45 y CD90. Después del
lavado, sedetect6 |a cantidad de anticuerpo monoclonal
unido especificamente con € empleo de un anticuerpo
anti-1gG deraton conjugado con biotina, que actué como
reactante secundario. Este procedimiento permitio la
entrada de la avidina amplificando la respuesta del
sistemacuando seleafiadi6 e sustrato cromogénico. La
lectura se realizé mediante un microscopio deluz [12].

Tanto la titulacion de los anticuerpos como la ca
racterizacion de las células de la médula Gsea se
realizaron por medio del méodo inmunocitoquimico
anteriormente descrito. Ambos estudios incluyeron la
utilizacion de un control negativo.

Resultados y discusién

Latabla 1 muestra el resultado de la titulacion a los
anticuerpos tipificadores. Para cada uno se ensayaron
cuatro diluciones seriadas, y finamente se seleccion6
una parala cua se pudo demostrar que era posible la
deteccion inmunofenctipicade lamoléculade superficie
celular. El marcador CD34 fue positivo aunadilucion
de 1:40; el CD38, aunadilucion de 1:200; el CD45, a
unadilucion de 1:50'y el CD90, aunadilucién de 1:20.

En la tabla 2 se muestran dos de las principales
caracteristicas de | os anti cuerpos utilizados, asi como
ladilucién de trabajo propuesta por €l fabricantey la
optimizada por €l laboratorio. Para los anticuerpos
CD34, CD38, CD45 y CD90 se logré una dilucion
mayor que la propuesta por el fabricante, lo cua per-

Tabla 1. Diluciones de trabajo para cada uno de los
anticuerpos monoclonales (AcMo).

CD34 1:5 1:10 1:20 1:40*
CD38 1:100 1:200* 1:400 1:800
CD45 1:25 1:50* 1:100 1:200
CD90 1:10 1:20* 1:40 1:80

*Dilucién de trabajo 6 ptima para el anticuerpo especifico.
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Tabla 2. Caracteristicas de los anticuerpos tipificadores.

Dilucién de trabajo Dilucién de trabajo

AcMo  Subclase Marcadores . (optimizada en el

(recomendada por el fabricante) .
laboratorio)
D34 1gg1  Celulasestromales y 1:5 1:40
ematopoyeticas

CD38 1gG1 Hematopoyéticas 1:100 1:200

CD45 1gG2 Hematopoyéticas 1:25 1:50

CD90 1gG1 Estromales 1:10 1:20

mitié caracterizar a las células mononucleares de la
médula ésea de las ratas.

Para la caracterizacion de esa poblacion celular, se
extrajeron los fémur de las ratas SD (n=20), y se
determind €l porcentaje de células positivas para los
marcadores CD34; CD38; CD45y CD90 por un método
inmunocitoquimico. Para cada caso se utilizd € corres-
pondiente control negativo (FiguralA, B, C, Dy E).
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Figura 1. Células mononucleadas caracterizadas. A) Control negativo; B) Células de médula 6sea positivas
al marcador CD34, dilucién 1:40; C) Células de médula ésea positivas al marcador CD38, dilucién 1:200;
D) Células de médula 6sea positivas al marcador CD45, dilucién 1:50 y E) Células de médula ésea positivas
al marcador CD90, dilucién 1:20.
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Lafigura2 muestralamediadel porcentgjedecéulas
positivas para cada uno de |os antigenos de superficie
celular, e indica la contribucién de cada marcador &
porcentgje genera delacaracterizacion: CD34 = 19.33%;
CD38 = 20.80%, CD45 = 17.27% y CD90 = 23.52%.
L os resultados sugieren que las células presentan una
baja expresion de estos marcadores.

Habitualmente se han empleado estos marcadores
de superficie celular paralaidentificacion decélulasen
etapas tempranas, pero estudios mas abarcadores han
mostrado qued inmunofenotipo delascélulasobtenidas
de estafuente, es mucho mas complejo, yaque pueden
expresar un espectro de marcadores més amplio que
estasujeto a estado de diferenciacion celular [13, 14].
Ese resultado apoyalos baj os porcentajes de expresion
de estos marcadores cel ul ares en este estudio, teniendo
en cuentaque, duranteladiferenciacién deestascélulas,
los antigenos de superficie celular aparecen y desa-
parecen en un momento determinado del desarrollo
evolutivo delacélula

En la subpoblacién de células hematopoyéticas, €l
marcador CD34, asi como €l CD38y el CD45, poseen
inmunofenotipo caracteristico de esta poblacion, ya
que constituyen marcadores de lingje celular [15, 16].

30
8
F)
8, 20+ Y
o O IEEFEE &
T .2 I o
ot )
= A
o O i
T2 10 iy
%
S o
v
0 A ??
CD34* CD38" CD45" (CD90"

Figura 2. Media del porcentaje de células positivas para los
marcadores CD34, CD38, CD45 y CD9%0.
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En la subpoblacion de células mesenquimales que
forman parte del repertorio de las células de la médula
06328, las cud estambién sehan denominado cdulasmadre
estromales, se haidentificado otro antigeno de superficie
vélido para su caracterizacion, e CD90 [13, 17]. Este
fue detectado de manera satisfactoria en las células del
presente estudio, y aportd también un porcentaje en la
identificacion de ellas como €l resto de los antigenos.

Hace varias décadas se consideré que entre las
células madre adultas de la médula ésea, solo un tipo
conservaba la capacidad regenerativa. Sin embargo,
hoy se sabe que la composicion de la médula ésea es
mas compleja, ya que se ha identificado un grupo
heterogéneo de células madre adultas que incluyen,
ademas de las hematopoyéticas y mesenquimales
mencionadas, la denominada poblacion lateral [18] y
las células progenitoras adultas multipotentes [19].

El presente estudio apoya €l concepto actual dela
heterogeneidad de las poblaciones de cédlulas madre
adultas que forman la médula dsea, pues la iden-
tificacion delos antigenos CD34; CD38; CD45y CD90
fue posible en todos los casos, y estos representan
subclases de poblaciones existentes en lamédula ésea
en diferentes estadios de diferenciacion.

Conclusiones

1. Lapoblacién estudiada era CD34; CD38; CD45
y CD90, positivas para las diferentes diluciones de
trabajo que se utilizaron.

2. Para cada anticuerpo se obtuvo una dilucién de
trabajo, en lacual eraposible la caracterizacion de las
células de manera similar a la de la dilucion sugerida
por el fabricante.

3. Este estudio permitid conocer lacontribucién di-
ferencial aportada por cada uno de los marcadores
celulares a porcentaje general de las células inmu-
nofenotipicamente caracterizadas.

4. Los resultados de esta investigacion contribuyen
al ahorro econémico denuestro pais, si tenemosen cuenta
que con la optimizacion de la dilucion de trabajo del
anticuerpo sedisminuyelacantidad dereactivo autilizar.
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