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RESUMEN

En este estudio se evalud la influencia que ejerce el alginato de sodio en procesos de
diferenciacién condrogénica de células madre adultas, asi como su posible rol como
agente criopreservante no penetrante para su mantenimiento por largos periodos de
tiempo. Con el fin de alcanzar este objetivo, células madre obtenidas de tejido adiposo,
fueron aisladas y cultivadas en una matriz tridimensional de alginato y posteriormente
criopreservadas por distintos periodos de tiempo. Se evalud la influencia del alginato
sobre la morfologia de las células encapsuladas y se encontré que las células pasaron
de tener una morfologia fibroblastoide, a una morfologia redondeada. Adicionalmente,
después de la coloraciéon con Safranina O, se encontré presencia de proteoglicanos
en las células encapsuladas, lo que sugiere que el cultivo en este material, provee
la generacion de una matriz extracelular tipica del tejido condrocitico. En cuanto a la
viabilidad de las células después de ser criopreservadas en las matrices de alginato por
diferentes periodos de tiempo, tenian una menor viabilidad en la mayoria de los casos en
comparacion con las células normalmente criopreservadas. Dichos resultados sugieren
que el alginato de sodio es un buen inductor de diferenciacién condrogénica, pero no es
tan Gtil para criopreservacion de células madre adultas. Rev.cienc.biomed. 2011;

2 (2): 201-209
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SUMMARY

This study evaluated the influence of sodium alginate in the chondrogenic differentiation
processes of adult stem cells, and its possible role as a non-penetrating cryopreservation
agent for long periods of cell storage. In order to achieve this goal, stem cells from
adipose tissue were isolated and cultured in an alginate three-dimensional matrix and
subsequently cryopreserved during different time periods. The influence of alginate was
evaluated on the morphology of the encapsulated cells and, it was found that cells went
from having a fibroblastoid morphology to a rounded morphology. Additionally, after
staining with Safranin O, proteoglycans were found in the encapsulated cells, suggesting
that this cell culture material provides the generation of a typical extracellular matrix
of chondrocyte tissue. The viability of cells after being cryopreserved in the alginate
matrixes during different time periods had a lower viability in most of the cases in
comparison with the cells normally cryopreserved. Results suggest that sodium alginate
is a good chondrogenic differentiation inducer, but not so useful for the cryopreservation
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INTRODUCCION

Las células madre (Stem cells, SCs) han
cubierto una de las principales debilidades
de la ingenieria de tejidos, y es la de
eleccién de una fuente de células con
buena capacidad de proliferacion. Diversos
estudios han demostrado que estas células
son indiferenciadas, que se encuentran en
tejidos especificos en el humano adulto y
que poseen un alto potencial de proliferacion
y diferenciacion hacia linajes celulares espe-
cializados. Asimismo, el uso de las SCs
representa una opcién prometedora para
resolver diversos problemas clinicos (1) tales
como enfermedades osteodegenerativas,
fallas renales, enfermedades pulmonares y
alteraciones cardiacas o neuronales, ase-
gurando un suficiente namero de células
especificas del tejido, eliminando la morbilidad
del sitio donante y los problemas de rechazo
inmunoldgico (2-4).

El tejido adiposo es facil de obtener y de alli
es posible extraer células madre con alta ca-
pacidad de proliferacion en cultivo, lo que
permite obtener un alto porcentaje de via-
bilidad después de que son criopreservadas.
Previamente se ha reportado que estas cé-
lulas presentan capacidad de diferenciacion
hacia los linajes adipogénico, condrogéni-
co, osteogénico, miogénico y neurogénico
(5-10). Particularmente, en el Laboratorio
de Biotecnologia en Salud, se han realizado
estudios de diferenciacién de estas células
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hacia el linaje osteogénico, evaluando la pre-
sencia de calcio extracelular caracteristico
del proceso de mineralizacidon de los huesos
(11).

Diferentes biomateriales se han utilizado
para el cultivo de SCs y se ha comprobado
que estos pueden tener una alta influencia en
el crecimiento y en la diferenciacion celular.
Kilian et al. han comprobado la gran influen-
cia que tiene la superficie de cultivo en la
diferenciacion celular en SC adultas (ASCs) y
han establecido como pequefios cambios en
el ambiente de cultivo son capaces de dirigir
el proceso de diferenciacién hacia un linaje
especifico sin necesidad de agregar factores
de diferenciacion (12).

Especificamente, se ha demostrado que
la conservacion del fenotipo condrogénico
in vitro, que se evidencia en la sintesis de
una matriz extracelular caracteristica, es
dependiente de la forma de cultivo; lo que
sugiere que la diferenciacién hacia dicho
linaje también lo sea (13,14). El alginato,
derivado del alga parda, ha sido usado con
frecuencia como biomaterial en ingenieria de
tejidos debido a que es un material inerte,
cuyo procedimiento de implantacion in vivo es
minimamente invasivo y mantiene el fenotipo
condrocitico in vitro e in vivo (13,15,16). Jin
et al. demostraron que cuando las células
madre derivadas del tejido adiposo (Adipose-
derived Stem cells, ADAS) son embebidas
en esferas de alginato, estas son capaces
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de formar cartilago, evidenciado una alta
produccién de las proteinas colageno tipo II
y agrecan propias de la matriz extracelular
cartilaginosa (17). Otros estudios han
revelado que el alginato induce la re-
diferenciacion en condrocitos que han sufrido
de-diferenciacion celular recuperando la
sintesis de la matriz extracelular condrocitica
e inhibiendo la obtencién de la proteina
colageno tipo I presente en los procesos de
de diferenciacion (13,16-19). Por todo lo
anterior, se plantea la posibilidad de usar el
alginato como ambiente tridimensional de
crecimiento y diferenciacion de células ADAS
hacia el linaje condrogénico sin adiciéon de
factores.

Por otro lado, diversas investigaciones han
demostrado que la utilizacion del alginato,
como agente criopreservante no penetrante,
en conjunto con el Dimetil sulféxido (DMSO),
ha generado buenos resultados en ingenieria
de tejidos para diversos fines; tales como la
criopreservacion de células hepaticas (20),
germinales (21), pancredticas y células
madre de médula dsea (22). Sin embargo,
en la literatura revisada no se ha reportado
ningun caso hasta ahora de criopreservacion
de células ADAS en esferas de alginato. Con
el presente articulo se hace un acercamiento
a la ingenieria de tejido -cartilaginoso,
a través del cultivo de células ADAS en
esferas de alginato, como factor inductor de
condrogénesis, asi como la posibilidad de
su utilizacién como agente criopreservante
no penetrante para su mantenimiento por
largos periodos de tiempo.

MATERIALES Y METODOS

A. Obtencion y procesamiento del tejido
adiposo

El tejido adiposo fue obtenido de 12 pacientes
sometidos a liposuccion, luego de suscribir
un consentimiento informado.

El procesamiento del tejido adiposo se realizd
en el Laboratorio de Biotecnologia en Salud
del convenio EIA- Universidad CES, siguiendo
el protocolo previamente establecido (11).
Brevemente, el tejido fue disgregado
enzimaticamente utilizando colagenasa tipo
I (Gibco, EE.UU) para inducir lisis diferencial
y digerir la matriz extracelular. El botdn

celular de la fraccidn vascular del estroma
fue obtenido mediante centrifugacién.

B. Expansion de células

Las células fueron cultivadas en frascos de
cultivo T75 (75 cm?, Falcon, EE.UU) con
medio de proliferacién Dulbecco’s modified
eagle medium: Nutrient mixture F-12
(DMEM/ Ham’s F12) (Sigma, Alemania) en
una proporcion 1:1, suplementado con 10%
de suero bovino fetal (FBS) (Gibco, EE.UU)
y 1% de solucidn de antibidticos (100 U/ml
de penicilinay 100 pug/ml de estreptomicina)
(Gibco, EE.UU). Las células se incubaron
a 37°C y 5% de CO, hasta alcanzar una
confluencia del 70% (11).

C. Encapsulacion de células en esferas de
alginato

Las células en cultivo fueron encapsuladas en
esferas de alginato cuando se encontraban en
el pase numero tres. Las células se diluyeron
en solucion estéril de alginato de sodio 1,2%
(w/v), 20 mM de 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid (HEPES) y 0,15
M de cloruro de sodio (NaCl). Para obtener
las esferas, la mezcla se dispensd por goteo
sobre una solucién de gelificacion compuesta
de 102 mM de CaCl, en agitacion magnética
moderada, continua hasta la polimerizacion
y formacion de las esferas (23).

Al dia diez de la encapsulacion se realizo la
tincion con yoduro de propidio y Hoechst
33258 (Sigma, EE.UU).

D. Evaluacion de la diferenciacion condrogé-
nica en células cultivadas y mantenidas en
esferas de alginato

Se evalud la influencia del alginato sobre
la morfologia de las células encapsuladas.
Se realizé documentacién fotografica bajo
microscopia de contraste de fase cada 8 dias
hasta alcanzar el dia 30 de cultivo, buscando
la morfologia caracteristica de las células
condrogénicas. Adicionalmente, se evalud la
presencia de glucosaminoglicanos mediante
tincion con Safranina 0 (ICMT, Colombia)
(24).

E. Criopreservacion de células en esferas de
alginato

Las esferas construidas con las células fueron
congeladas con medio de crecimiento y 5%
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DMSO. Como control, se congelaron células
con medio de crecimiento y 5% DMSO.
Para ambos casos, los crioviales fueron
mantenidos a -85°C durante el tiempo de
criopreservacion.

F. Recuperaciéon de células criopreservadas
en esferas de alginato. La viabilidad celular
se evalué a los 8, 30, 45, 60, 90 y 180
dias de criopreservacién. Los tubos con
las esferas de alginato se descongelaron a
37°C en baino Maria. Se agregd solucion de
solubilizacion preparada a 50 mM de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sigma,
EE.UU) y 10 mM de HEPES para diluir las
esferas (25). Luego se realizo incubacién de
15 minutos a 37°C antes de centrifugar a
400 g durante 10 minutos a 37°C. Las células
se resuspendieron en medio de crecimiento
para evaluar la viabilidad.

G. Cultivo celular post-descongelamiento
Adicional a la evaluacién de viabilidad celular,
para el experimento 1 se realizaron cultivos
de las células descongeladas (45, 60, 90
y 180 dias de criopreservacion), y para
los experimentos 2 y 3 en los 8, 30 y 45
dias de criopreservacion. A partir de estos
cultivos celulares se verificod la viabilidad
celular estimada, se determind la morfologia
celular y la capacidad de recuperacion de las
células.

H. Evaluacion de viabilidad en células
criopreservadas en esferas de alginato

Se realiz6 el recuento de células viables
mediante exclusién del azul de tripano
(proporcién 1:1) en una camara de Neubauer,
bajo microscopia de luz invertida (25). Se
calculd el nimero de células con la siguiente
féormula:

células _ #células

* factordedilucion *10*
ml

Posteriormente se halld el porcentaje de
viabilidad celular asi:

#célulasviables

Yoviabilidad = 100

#célulastotales

Para hacer un analisis semicuantitativo de
la viabilidad celular, se definié un calificativo
para cada uno de los rangos de porcentaje
de viabilidad celular (Tabla N° 1).

. TABLAN°1
RELACION SEMICUANTITATIVA DE
RANGOS DE PORCENTAJES DE VIABILIDAD
CELULAR.
Rango de viabilidad i .-
celular Calificativo
90%-100% Muy buena
70%-89% Buena
50%-69% Aceptable
<49% Mala

Se analizé de forma semicuantitativa, la
influencia del tiempo de congelacion y la
densidad al momento de la criopreservaciéon
en la viabilidad de las células ADAS en las
matrices de alginato. Los rangos calificativos
establecidos permitieron comparar la via-
bilidad a diferentes periodos de tiempo
de congelacién realizando una relacién
entre las células sembradas al inicio de los
experimentos y las células al momento de la
descongelacion.

RESULTADOS

A. Expansion celular

Las células expandidas a partir del procesado
de tejido adiposo presentan morfologia
fibroblastoide (Figura N© 1), caracteristica de
las ADAS. Las células alcanzaron confluencia
celular cada tres dias, lo que aseguraba una
adecuada tasa de crecimiento.

B. Encapsulacion de las células en esferas
de alginato

Las células, al finalizar el proceso de poli-
merizacidn, evidenciaronuncambioinmediato
desde una morfologia fibroblastoide (Figura
N° 1) a una morfologia redondeada (Figura
NO 2). A partir de la tincién con yoduro de
propidio y Hoechst, se observa el citoplasma
redondeado que adoptaron las células
después de la encapsulacion (Figura N©°
2D).

C. Diferenciacion condrogénica

Después de la coloracion con Safranina O se
encontré presencia de proteoglicanos en los
cultivos celulares en las esferas de alginato;
lo que sugiere que el cultivo en este material
es capaz de promover la generacién de
una matriz extracelular tipica del tejido
condrocitico (Figura N° 3).
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Figura N© 1. Morfologia fibroblastoide tipica de las
células ADAS (20X). A) Dia cuarto de cultivo (20X). B)
Dia séptimo de cultivo (20X).

Figura N° 2. Cambio morfoldgico de las células después
del primer dia de encapsulacion en esferas de alginato
de sodio. A) Células encapsuladas (10X). B) Células
encapsuladas (20X). C) Células encapsuladas (40X).
D) Tincién de yoduro de propidio y Hoechst, las flechas
indican las células ADAS que cambiaron de morfologia,
citoplasma y nucleos redondeados.

Figura N© 3. Coloracién positiva con Safranina O que
evidencia la sintesis de proteoglicanos por células ADAS
encapsuladas en esferas de alginato.

D. Descongelamiento y evaluacion de
viabilidad celular
Para todos los experimentos realizados y

para los controles, la cantidad de células
recuperadas (en promedio: 6,5%103 células
para el experimento 1; 1,4*%10° células para
el experimento 2; 9,3*10% células para el
control 2; 2,4*10° células para el experimento
3 y 1,4*%10° células para el control 3) fue
inferior al valor de células criopreservadas
(9,5*%10° células para el experimento 1;
3,3*%10° células para el experimento 2 y
3,5%105 para el control; 4,4*10° células para
el experimento 3 y 4,8*10° células para el
control).

En la grafica N© 1 se muestra la tendencia
de viabilidad durante los tiempos de
criopreservaciéon para cada uno de los
experimentos y para los controles. A partir
de esta, se observa una alta variabilidad
entre los datos obtenidos para cada dia
de descongelamiento, a partir de los tres
experimentos, tal como se puede ver, por
ejemplo, en el dia 8: El experimento 1
arrojo una viabilidad promedio de 79,06%
+ 13,90, asignandole una clasificacion
semicuantitativa de“Buena”, mientras que los
experimentos 2 y 3, tuvieron una viabilidad
promedio de 12,95% + 0,36 y 4,33% =+ 2,
respectivamente, quedando en la categoria
de “Mala” viabilidad.

Por el contrario, los promedios de viabilidad
de las células control (control 8 dias:
76,74%; control 30 dias: 69,23%; control
45 dias: 67,82%), criopreservadas con
DMSO, se encuentran dentro de los rangos
de clasificacion de “Buena” y “Aceptable”,
con una disminucién discreta de la viabilidad
a medida que se incrementa el tiempo de
criopreservacién. Para todos los casos, el
porcentaje de viabilidad disminuyd con
relacién al que tenian las células antes del
congelamiento (datos no mostrados).

E. Cultivo celular post-descongelamiento
Debido a que en el ensayo 1 se encapsuld una
menor cantidad de células (9,5*103% células
por dia de criopreservacién), sumado a la
pérdida de viabilidad, las células cultivadas
no fueron capaces de establecer adherencia
al sustrato ni proliferar.

Para los ensayos 2 y 3, las caracteristicas de
los cultivos fueron similares para todos los
periodos de congelamiento, representadas
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Grafica N° 1. Porcentaje de viabilidad celular. Para el
experimento 1 se evalud la viabilidad de las células
criopreservadas durante 8, 30, 45, 60, 90 y 180 dias.
Para los experimentos 2y 3, la viabilidad de las células fue
evaluada luego de 8, 30 y 45 dias de criopreservacion.

por un menor numero de células adherentes
(Figuras 4A y 4B) luego de criopreservacion
en esferas de alginato, en comparacion con
los controles (Figuras 4C y 4D).

En general, las células recuperadas de las
esferas de alginato y cultivadas en cajas
multipozo presentaron una baja capacidad
proliferativa, alcanzando confluencia celular
en 20 diasaproximadamente, en comparacion
con los controles que llegaban a confluencia
luego de 5 dias de cultivo. Adicionalmente,
las células liberadas de las esferas de alginato
presentaron cambios morfologicos y aumento
de tamafio a medida que se incrementaban
los dias de cultivo (Figura N° 4E).

En esta investigacidon se muestra de forma
preliminar, el analisis de los resultados de
forma semicuantitativa, por lo que no se
realizaron analisis estadisticos

DISCUSION

La ingenieria de tejidos debe enfrentar dos
grandes retos para llevar a la practica clinica
los resultados de sus investigaciones: la
criopreservacion celular y la estandarizacion
de procedimientos eficaces de diferenciacion
de dichas células hacia los linajes de
interés.

Las células ADAS se utilizan actualmente

Figura N© 4, Cultivo de células ADAS descongeladas.
Las células viables con capacidad de adherencia al
sustrato se presentan con morfologia alargada (flechas
punteadas). Las células no viables se muestran con
morfologia redondeada (flechas negras).

A y B) Células recuperadas de esferas de alginato,
ensayo 2, 30 dias de criopreservacion, 24 horas post-
descongelacion (10X).

C y D) Células control, ensayo 2, 30 dias de
criopreservacion, 24 horas post-descongelacion, (10X).
E) Células recuperadas de esferas de alginato, ensayo 2,
8 dias de criopreservacion, 20 dias post-descongelacion

(10X).

como terapia en diversas disciplinas médicas,
especialmente en la ortopedia; ya que se ha
demostrado su capacidad de diferenciacion
hacia los linajes 6seo, cartilaginoso, adiposo,
muscular, endotelial, entre otros (26).

Los resultados obtenidos en este estudio
permitieron comprobar la presencia de pro-
teoglicanos, proteinas propias del tejido car-
tilaginoso, en las células ADAS encapsuladas
en esferas de alginato sin necesidad de agregar
citoquinas al medio de cultivo que la mayoria
de las veces son citotoxicas y costosas lo que
disminuyen el nUmero de células viables y aptas
para futuras implantaciones (27). Esto coincide
con trabajos realizados por otro grupo donde
se asegura que las sefales fisicas durante el
cultivo de células madre mesenquimales como
las ADAS, promueven la diferenciacion hacia
diferentes linajes, entre ellos el condrogénico
(12). Estos resultados eran esperados debido
a que numerosos grupos han reportado la
capacidad que tiene el cultivo tridimensional



Giraldo-Hoyos Juliana Maria, Trochéz-Wilchez Diana Fernanda, Valencia-Serna Juliana, Zapata-Linares Natalia,

Londono-Pelaez Carolina, Pineda-Molina Catalina

en alginato para re-diferenciar condrocitos
de-diferenciados después de su cultivo en
monocapa (13,16-19,28). A pesar de que no
se realiz6 una la evaluacion de la expresién
de marcadores genéticos (Colageno tipo II,
Agrecan, Sox19), la presencia de la proteina es
suficiente para asegurar que dichos marcadores
se estan expresando. Por otro lado, aunque es
muy importante la presencia de proteoglicanos
en el tejido cartilaginoso, también lo es el
colageno tipo II ya que su interacciéon con
los proteoglicanos conforma la matriz con las
propiedades mecanicas caracteristicas de este
tejido (29). En estudios posteriores se debera
evaluar la presencia conjunta de colageno tipo
IT y proteoglicanos.

En la evaluacion con yoduro de propidio se
encontraron células bi-nucleadas aunque
se ha reportado que los cambios a nivel
del cariotipo aparecen después de que las
células son subcultivadas mas de 5 veces
y que las ADAS para estudios no deben ser
usadas después de haber pasado este nivel;
lo cual debe tenerse en cuenta para estudios
posteriores (30).

En estudios preliminares, Goh et al. (31)
evaluaron las caracteristicas de las células
ADAS criopreservadas en DMSO, y encontra-
ron que la viabilidad celular esta en funcion
de la concentracién de almacenamiento ce-
lular, indicando que a mayor concentracion
las células cuentan con un menor espacio v,
por lo tanto, tienen mas prevalencia a formar
cristales de agua durante el congelamien-
to, por lo tanto se reduce el porcentaje de
viabilidad celular. Segun esta afirmacion, se
puede plantear que ocurre la misma varia-
cion con las células encapsuladas en esferas
de alginato, y que se representa por la alta
variabilidad en los resultados de viabilidad
celular del experimento 1 en relacion con los
experimentos 2 y 3. Demostrado igualmente
con reportes de encapsulacién de hepatoci-
tos, en los que se criopreservaba un name-
ro aproximado de 1000 células por esfera
de alginato, y se mantiene el promedio de
viabilidad celular entre el 85% vy el 77,5%
(32,33).

Finalmente, con relacidon a los cultivos de
las células descongeladas y su capacidad de

recuperacion, Malpique et al. (34) reportaron
gue a pesar de encontrar una alta viabilidad
celular luego del descongelamiento, en las
células cultivadas se observa una disminucién
en la actividad metabdlica, que se recupera
solo diez dias luego de cultivar. Freshney (25),
indica ademas que la técnica de exclusion
con azul de tripano tiende a sobreestimar la
viabilidad celular, y del total de células viables
descongeladas solo un porcentaje es capaz de
adherirse al sustrato dentro de las 24 horas
de cultivo. Reportes que van de acuerdo con
los resultados hallados. Por lo tanto, se hace
evidente la necesidad de buscar el nimero
adecuado de células que, en primer lugar,
deban ser encapsuladas en las esferas de
alginato y, en segundo lugar, puedan soportar
el proceso de criopreservacion y logren activar
su metabolismo nuevamente en cultivo al
momento de descongelarlas.

CONCLUSION

A la luz de la metodologia planteada y los
resultados encontrados en la Investigacién,
el alginato de sodio puede ser utilizado como
factor inductor de diferenciacién condrogéni-
ca de las células ADAS, con propésitos de re-
generacion de tejido cartilaginoso.La utiliza-
cion del alginato de sodio como crioprotector
no permeable, en conjunto con el DMSO, no
permite conservar la viabilidad de las células
ADAS encapsuladas y criopreservadas por
cortos periodos de tiempo.

Se recomiendan evaluaciones posteriores en
las que por un lado, se determine la presencia
de colageno tipo II caracteristico del tejido
cartilaginoso, y por otro, permitan determinar
la concentracion adecuada de células ADAS
que se deben encapsular en cada esfera de
alginato, y la cantidad de esferas que deben
ser criopreservadas por vial para que se
conserve la viabilidad celular.
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