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RESUMEN: Las células perivasculares tienen un origen comun en las células madre embrionarias y en los vasos sanguineos que
proporcionan un nicho para la mantencién de su troncalidad. La expresion de marcadores embrionarios y de células irgliferenciada
como también la gran variedad de fenotipos celulares generados desde los pericitos, podrian ser explicados por la empasidad de
células de ser inducidas a un estado “stemness” cuando son tratadas con factores adecuados. Nuestros resultados plesidiben la ex
de células con OCT-4 citoplasmatico en una ubicacion anatémica perivascular donde de su nicho se encuentra en la m@gian intima
aorta en ratdn vitro las células aisladas por el método de explante que promueve el aislamiento de células migratorias desde los tejidos
muestran un fenotipo con un citoplasma alargado y que expresan aSMA, PDGFRa y b, siendo estos dos ultimos marcadoges especifico
de pericitos. En estas células se presenta una tranlocacion a la variante nuclear de OCT-4 que ha sido descrito caheguiadarip
de los procesos de autorrenovacion y pluripotencia. La expresién de OCT-4 confirma y amplia ain mas las observaciones obtenidas
nuestras investigaciones anteriores y demuestra que células madre se encuentran en los vasos sanguineos en un microambiente que
probablemente, les permite que sobrevivan y permanezcan en reposo como un tipo de célula troncal quiescente.

PALABRAS CLAVE: Troncalidad; Pericitos; Translocacion; OCT-4; Aorta de rata.

INTRODUCCION

Nuestro grupo de investigacién, ha identificado que En la actualidad, la idea que todas las células madre
las células perivasculares tienen un origen comun en las g&senquimales son pericitos es un tema en discusion debido
lulas madre embrionarias y los vasos sanguineos propor@ogue pueden expresar también marcadores encontrados en
nan un nicho para la mantencion de su troncalidad (Montielste tipo celular (Caplan, 2008; da Silva Meireglesl., 2008;
Eulefiet al, 2009). De esta manera, las células aisladas Bere-Duffy & Cleary, 2011). Los pericitos pueden ser induci-
los vasos poseen actividad pluripotente y con capacidaddies a un estado embrionario caracterizado por la expresion de
diferenciarse en los distintos tipos celulares provenient&stage-specific mouse embryonic antigen” (SSEA-1), un
de las tres capas germinativas. Estas células perivasculanmsgeno especifico presente en células madre embrionarias y
presentan un fenotipo de pericitos expresando los marcaegrogenitores neuronales, a través del uso de protocolos defi-
res especificos “Thymocyte differentiation antigen 1” (Thynidos (Dore-Duffyet al, 2006; Montiel-Eulefet al, 2012),
1/CD90), “alpha-smooth muscle actin” (aSMA), “Plateletincluso se ha descrito que los pericitos pueden diferenciarse a
derived growth factor receptor a” (PDGFRa) (Montiel-Eulefosteoblastos, condroblastos, fibroblastos, adipocitos y células
et al, 2012; Tarnolet al, 2010). del musculo liso (Canfielet al, 1996; Korret al, 2002; Reilly
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et al, 1998; Terskiklet al,, 2001). Sin embargo, la expresioncon los resultados anteriores, cientificos de la Universidad

de marcadores embrionarios y de células indiferenciadas, codeBologna, Italia, mostraron que en partes toracicas de la

también la gran variedad de fenotipos celulares generadasta, procedentes de donantes humanos sanos, existen dos

desde los pericitos, podrian ser explicados por la capacidiidtintas subpoblaciones con marcadores de células madre,

de estas células de ser inducidas a un estado “stemness” caéhilas CD34+ y células c-Kit+ (Pasquindtial, 2007).

do son tratadas con factores adecuados. Sin embargo, el presente trabajo ha demostrado la presencia

de OCT-4 en células periciticas ubicadas en un nicho

El estado “stemness” ha sido definido por varios agerivascular de la parte toracica de la aorta y sugiere a este

tores como la capacidad de un grupo celular de mantenerfenotipo celuar como fuente de células madre adultas tal y

estado indiferenciado, proliferante y con la capacidad de demo se ha sefialado en observaciones previas (€tiagn

ferenciarse a cualquier fenotipo celular procedente de 1B808; Pasquineliet al, 2010). Desde ahi, estas células po-

tres linajes embrionarios. Este grupo celular, que se encudrian migran y dependiendo de los factores del medio, dife-

tran principalmente en estados tempranos del desarrollo eemnciarse a distintos fenotipos celulares, manteniendo de esta

brionario, son capaces de activar la expresion genéticafdama la reparacion tisular en los organismos adultos.

ciertos factores vinculados con el estado pluripotente y re-

primir la expresion de otros vinculados con la diferencia-

cion. Yamanaka & Takahashi (2006) fueron premiados pMATERIAL Y METODO

el descubrimiento de cuatro factores vinculados con la

reprogramacion de fibroblastos adultos en células madre

pluripotentes embrionarias (SOX-2,cMYC, KLF-4 y OCTModelos de estudio

4). De los cuatro factores, OCT-4 ha sido descrito como el

actor principal en el mantenimiento de la pluripotencia y lanimales. Rata Sprague DawleyRattus norvegicys

autorrenovacion de las células madre embrionarias. Durgmmevienentes del Bioterio de la Universidad de la Frontera,

te la diferenciacion de las células del macizo interno déémuco.

blastocisto, OCT-4 disminuye su expresion dando origen a

la expresion de otros genes vinculados con el desarrollo Haleas celulareslLas células perivasculares, utilizadas en

ser vivo, por cuanto la presencia de este factor de transcegte trabajo, han provenido del cultivo primario de células

cion en tejido adulto: médula 6sea, cordén umbilical, epprocedentes de explantes de aorta de rata Sprague Dawley

dermis, corazén, pancreas, testiculos y epitelio bronqubtenidas como se describié previamente por Montiel-Eulefi

(Ratajczalet al, 2007), sugiere, sin ser conocida su ubicat al. (2012). Como control fueron utilizadas células

cion y caracteristicas de este tipo celular, que son algun tgradoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) Donadas

de célula madre pluripotente se mantiene en la adultez. por C. Herrera (investigador del Departamento de Ciencias

Preclinicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Muchos trabajos actuales han identificado céluldsa Frontera). La linea de células madre embrionarias,

madre basando sus resultados en la expresién de marcadBfiesT G2a fue donado por el Dr. Alexander Henning Ulrich,

de “stemness” tales como OCT-4, Sox-2 o Nanog. Esta invetel Instituto de Quimica. Universidade de S&o Paulo. Los

tigacién se basa en OCT-4, el principal factor de transcripci@msayos moleculares, se realizaron en el laboratorio de

vinculado con el estado stemness y en humanos esta localB@medicina del Centro de Biologia de la Reproduccion

do en el cromosoma 6 y puede codificar para dos varian{€sEBIOR), el cultivo celular, la Citometria de Flujo y

OCT-4A, que se encuentra principalmente en el nucleo, regtitometria Confocal se realizaron en Scientific and

lando los procesos de autorrenovacion y pluripotencia y OCTechnological Bioresource Nucleus (BIOREN) pertenecien-

4B, que estando localizado en el citoplasma y su funcion tes a la Universidad de La Frontera.

se vincula con el estado “stemness” (keal, 2006). La ex-

presion de estos marcadores en células madre adultas Haakivo celular. Cultivo primario . La aorta de rata Sprague

gue sea teador pensar en este tipo celular como objeto deowley fue disecada adaptando el protocolo propuesto por

trabajo en terapia celular, sin embargo, la expresién de OGIewsonet al. (2005). Posterior a la disgregacion mecanica

4A o B como parametros de pluripotencia para la designsebre la placa de cultivo las células procedentes del vaso,

cion de una células madre adulta debe ser considerado cumanenzaron a migrar y luego de 24 horas fueron adhirién-

dosamente (Landazuri & Taylor, 2005). dose a la placa en medio de cultivo.

Estudios actuales indican que en las paredes de @dltivo lineas de célulaslLas células de aorta de rata y
arterias existen distintos tipos celulares con caracteristid¢dsVEC fueron cultivadas en placas de cultivo para tejido y
de progenitores celulares (Zenginal, 2006), consistente células Orange Scientific (Bélgica). Las dimensiones de las
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placas utilizadas dependen del tipo de ensayo a realizar. RASPCR and PCR

células fueron cultivadas en placas de de 60 mm en Medio

DMEM alto englucosa (Invitrogen), suplementado corRT-PCR. El ARN total se extrajo de las células con Trizol
piruvato de sodio (0,11 g/l), bicarbonato de sodio (3,7 g/ljinvitrogen) y se examind tanto para la calidad y la canti-
penicilina-estreptomicina (100 unidades/ml) y 10% FB8ad con un NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher
(GIBCO) a 37°C y 5% CO2. Las células fueron plaqued&kientific). La transcripcién inversa (RT) se realiz6 con
cada 5 dias hasta que alcanzaron el 80% de confluencia. LO#go-dT y 1mg de ARN tratado con ADNasa y transcriptasa
go las células fueron disgregadas con tripsina/EDTA 0,5%iryversa M-MLV (Promega). Las reacciones sin la enzima se
cultivadas nuevamente para que pudiesen proliferar. Para cgvaron a cabo como control. Para cada muestra, una déci-
servar las células, estas fueron congeladas en nitrdgeno ligqma parte del ADNc de la reaccién de RT se utilizé6 como
do (-197°C) hasta su posterior uso. Las células embrionariamplado para la PCR. Las condiciones de reaccion fueron,
se cultivan independiente de células alimentadoras, en plaBd&s5 mM de KCI, 1,25 mM de 2-5-trifosfato de
recubiertas de gelatina (0,2%) con DMEM con alta glucostesoxinucledtido, 25 mM MgGl1U ADN polimerasa
suplementado con suero fetal de bovino (FBS al 15%), piruvdBonTagFlexi (Promega), y 1mM cada uno de los cebadores
sddico [1mM], aminoéacidos no esenciales MEM (1%), fact@entido y reverso en un volumen de 20ml. La PCR se reali-
inhibidor de la leucemia murina [1x10/ml], B- z6 a 94C durante 5 min, seguido por 30 ciclos dé®4
mercaptoetanol [0,1 mM], penicilina [50U/ml], y durante 35s, 5% durante 30s, y 7€ durante 30s. Los
estreptomicina [SOmg/ml] a 3€ con CQ (5%). Las células cebadores para las reacciones de PCR fueron: aSMA cebador

se subcultivaron cada 2-3 dias hasta que se alcanza el 80% dat: TGCTGGACTCTGGAGATG, Rev:

confluencia para desarrollar la experimentacion. GTGATCACCTGCC@TC (Amplicon 292pb); GAPDH
Sent: CCTCTGGAAAGCTGTGGCGT; Rev:

Inmunofluorescencia indirecta para Oct4 TTGGAGGCCATG TAGGCCAT (Amplicon 450pb);

PDGFRa Sent: TCTCGGCATGACGGATTCTT, Rev:
In vitro. Células en cultivo fueron cultivadas 24 h en placdSCACACTGAAGGTTCCGTTGA (Amplicon 164pb),
Fluordish TM con medio de proliferacion y se fijaron coiPDGFRb: Sent: GATTCCATGCCGAGTGACAGA, Rev:
paraformaldehido [4%] en PBS durante la noche a 4 ° C,BBCCCAATGGTGGTTTTGC (Amplicon 149pb) (Howson,
lavaron con PBS y se permeabilizaron con Triton X-10€t al, 2005). Los productos de PCR se separaron mediante la
[0,05%] durante 5 minutos y se incubaron con solucién dealizacién de electroforesis en geles de agarosa que contie-
blogueo con 5% leche desnatada, incubadas con rabbit améin bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz UV.
OCT-4 con una dilucién de 1:200 durante toda la noche a 4
° Cy una horacon el anticuerpo secundario Alexa fluor 633itometria de flujo. Las células fueron despegadas agre-
Los nucleos se marcaron con DAPI. gando 500ul de sotién tripsina/EDTA (1x) por 5 min a

37°C y luego disgregadas mecanicamente haciendo pasar
In situ. Por medio de una disecacion se extrajo lls células varias veces por una jeringa de 5ml. La
partetoracica de la aorta y fue fijada en formalina al 3-4%tometria de flujo (FCM) para la cuantificacion de célu-
para posterior estudio histolégico. Los tejidos sks Thy-1/CD90+ se realiz6 mediante la inmunotincién con
deshidrataron en una bateria de alcoholes (de 70% a 100at)anticuerpo policlonal de conejo de la siguiente manera.
y toluenos a distintas concentraciones, luego se incluyerbas células derivadas de explantes aérticos adultos se ais-
en parafina y se tallaron en tacos para realizar los cortason y se lavaron con PBS/EDTA [5 mM]. Las células se
histologicos. Se realizaron los cortes de 5 micras con aantaron y se diluyeron a 1.000.000 células/ml en cada
micrétomo Leitz. Los cortes se pegaron en portaobjetos ttabo. Las células se precipitaron por centrifugacion a
tados con poli-L-Lisina (0,1%), se desparafinaron, §.000g, se permeabilizaron con PBS/Triton X-100 [0,5%]
rehidraaron con alcoholes de 100% a 70%. Una vez en agyae bloquearon durante 1h con 3% de BSA y IgG de co-
destilada, se lavaron con PBS, se permeabilizaron con Tritegejo no especificos a temperatura ambiente. Anticuerpo
X-100 [0,05%] durante 5 minutos y se incubaron con solale conejo anti-Thy-1/CD90 se afiadié a la suspension de
cion de bloqueo con 5% de leche desnatada. lc#lulas y se incubd &@ durante la noche en PBS que
inmunohistoquimica se realizé incubando el tejido con anttontenia 3% de BSA y 0,1% de Triton X-100, mientras
cuerpo anti-OCT-4 de conejo con una dilucion de 1:200 dgue una poblacion de células en ausencia del anticuerpo
rante toda la noche a 4°C y una hora con el anticuerpo seqommario se utiliz6 como control. Las células se lavaron
dario Alexa fluor 633 de cabra anti conejo. Los nucleos skos veces mediante PBS que contenia 0,3% de BSAy 0,1%
marcaron con DAPI. Se cubrieron con glicerol y se observde Triton X-100 seguido de una incubacion de 30 min a
ron en Microscopio Laser Confocal Olympus Fluoview 100@emperatura ambiente con anticuerpo de cabra conjugado
del BIOREN de la Universidad de La Frontera, Chile. con Alexa 633 anti-IgG de conejo.
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El mismo procedimiento se realiz6 con células Las células fueron evaluadas por inmunofluores-
perivaculares y el anticuerpo de conejo anti OCT-4 y reveencia indirecta contra OCT-4, a través, de microscopia
ladas con el anticuerpo de cabra conjugado con Alexa 6&3focal y mostraron expresion enddgena al igual que célu-
anti-lgG de conejo. las madre embrionarias que fueron usadas como control

positivo (Fig. 1A, By C). La linea celular HUVEC, que pro-

Las células se lavaron co PBS y se separaron en wienen del endotelio de las venas del cordén umbilical hu-
Unica suspension de células con un filtro de 80 micrometnogno, no expresaran OCT-4 en cultivo y fueron utilizadas
y se analizaron mediante un citometro de flujo BD FAC8omo control negativo (Fig. 1D, E y F). Los resultados mues-
Canto Il (Becton y Dickinson). El posterior analisis de daran que las células obtenidas desde explante de aorta en
tos se realiz6 con el software Cyflogic 1.2.1 (2008). cultivo expresan endégenamente este factor de transcrip-

cion principalmente en el nicleo (Fig. aG, H e I). El control
Andlisis estadistico. La prueba de t de Student se utiliz&e la técnica sin anticuerpo primario demuestra que esta mar-
para determinar las diferencias de OCT-4 nuclear, siendacakion es especifica para OCT-4 en las células perivasculares
valor de p<0,05 considerado como significativo. El tratgFig. aJ,K y L). La expresion de OCT-4 es confirmada me-
miento estadistico se realizd con el software GraphPad Pridiante citometria de flujo indirecta, demostrando que aproxi-
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) para PC. madamente el 70% de las células cultivadas expresan este
factor de trascripcion (Fig. 1M).

RESULTADOS Los resultados confirman el estado inmaduro de las
células periciticas al expresar el factor de transcripcion OCT-
4, quien ha sido considerado como el actor principal de los
Las células perivasculares de aorta de rata expresaecanismos de autorenovacion y pluripotencia. Por otro lado,
el marcador de células madre OCT-4 al igual que las célulsndo OCT-4 expresado en células madrrionarias, la
madre embrionarias presencia de este factor de transcripcion en células adultas

DAPI OCT-4 Contraste

ESC de rata
control +

Huvec
control -

OCT-4

/

Células
perivasculares

Numero de células

Células
perivasculares sin ab

Alexa fluor 633

Fig. 1. Inmunofluorescencia indirecta para OCT-4 en células madre embrionarias y perivasculares. Las células fuero24titeradas

placas Fluordish TM con medio de proliferacion, bloqueadas con 5% leche, incubadas con anticuerpo hecho en conejo anti-OCT-4 y
como anticuerpo secundario IgG de cabra anti conejo conjugado con Alexa fluor 633. Células madre embrionarias (A, Bag C). Célu

del endotelio de las venas del cordon umbilical humano (D, E y F). Células perivasculares desde explantes de aortdide ljata (G,
Células perivasculares desde explantes de aorta de rata sin anticuerpo primario (J, K y L). Azul: DAPI. Rojo: Alexa {Mpr 633.
Citometria de flujo para OCT-4. Histograma sefiala que cerca del 70% de la poblacion celular expresa OCT-4 (flecha) y glee un 30%

la poblacion no expresa el factor de transcripcion (Curva gris).
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Fig. 2. Caracterizacion del fenotipo de pericito de las células perivasculares. Las células perivasculares de aortanpliersetipian u
mesenquimal cuando son cultivadas en medio DMEM 10% FBS (A). Histograma obtenido por citometria de flujo del marcador de
pericito y células madre mesenquimales indica que el 75% de la poblacion celular expresa Thy-1/CD90 (flecha) y un 25%eio expres
marcador (curva gris) (B). La PCR muestra que células perivasculares obtenidas desde explantes de aorta de rata adubiecexpresan
dores de pericitos PDGFRa y b (C). GAPDH fue utilizado como control de la expresion. La cuantificacion de la densidadogptica de
amplicones de cada gen es graficado respecto de la expresion de GAPDH (D).

% densidad optica digital

sugiere nuevas evidencias al paradigma que sefiala quedas como marcadores de células periciticas PDGFRa,
células madre adultas tienen un origen perivascular. aSMA, PDFGRDb fue evidenciado por RT-PCR en células
cultivadas bajo las mismas condiciones anteriores (Fig. 2C
Caracterizacion de las células perivasculares/pericitos y D).
en cultivo. Las células perivasculares procedentes del la
aorta de rata Sprague Dawley, luego de 24 hioragro  Inmuno deteccionin situ de OCT-4 en Aorta de rata adul-
comenzaron a disgregarse y migrar, adhiriéndose a la iy su translocaciorin vitro. La microscopia confocal mues-
ca de cultivo presentando fenotipo mesenqguimal, con fara que las células de la capa intima que rodean los vasos san-
ma plana, un citoplasma extendido y estrellado, varigsiineos de la parte toracica de la aorta expresan OCT-4 (Fig.
nucléolos, mostrando fibras de estrés a lo largo de su 88-y B) en una localizacion mayormente citoplasmatica (Fig.
tructura (Fig. 2A). Las células perivasculares en cultivBC y D). Las mismas células en cultivo muestran una distri-
fueron procesadas para citometria de flujo indirecta. Lbacion distinta de OCT-4, principalmente nuclear (Fig. 4D, E
células conjugadas con anticuerpo de conejo anti Thyylf). La comparacion de la fluorescencia nuclear entre las
CD90, un marcador descrito para células mesenquimalesdjulas periciticas de arteria con las mismas en cultivo (Fig.a
periciticas, muestran que la poblacion celular se encuend), indica que existe una diferencia estadisticamente con en
enriquecida en células que expresan Thy-1/CD90 (Fig. 2).presencia del factor de transcripcion en el nucleo las célu-
La presencia de la expresion de genes previamente sefial@periciticas en cultivo (P < 0,001).
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Fig. 3. Inmuno deteccion de OCT-4 en aorta de rata adulta. Corte longitudinal de parte toracica de la aorta de ratefaduttacAncia

de Elastina (verde) se encuentra rodeada de células perivasculares que expresan OCT-4 enddgeno (rojo) (Ay B). Célltasperivasc
asiladas desde la aorta expresan OCT-4 (rojo) encontrandose en el citoplasma (C y D). Microfotografia confocal de das¢rdste de
las células aisladas desde aorta (E). Los nucleos han sido marcados en azul con DAPI.

200%

G
B B M C
: 150% -
: 100% -
E F
0% B T 1

in situ in vitro
Fig. 4. Distribucién nuclear de OCT-4 en células perivasculares de aorta de rata adulta en cultivo. La expresion nucldaiuge OCT
evaluado en células perivascularesitu de tejido de aorta de rata adulta (A, By C) y en células cultivadas desde explantes de aorta de
rata adultan vitro (D, E y F). Comparacion de la expresion nuclear de OCT-4 en células perivasculares in situ de tejido de aorta y en

cultivoin vitro (G). El eje Y representa la intensidad de la fluorescencia de OCT-4 nuclear. La comparacion se realiz6 a través de analisis
de t de Student con p<0,001.
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DISCUSION de transcripcion, siendo el nicleo la ubicacion descrita para
la regulacién del estado “stemness” y consistente para se-
fialar al fenotipo celular que lo expresa como célula madre

La formacion de células madre depende del nicho adlulta (Landazuri & Taylor). Gonzalez al (2009) han
gque se encuentra la célula troncal, donde su estadiscrito que en células Tipo | de epitelio alveolar de rata
pluripotente o “stemness” esta determinado por la expr8prague Dawley adulta cultivo expresa OCT4A 52kDa lo-
sion de OCT-4 (Res@& al,, 2013). Nuestros resultados descalizado principalmente en el nucleo celular y que lo ha
criben la expresion de células OCT-4+ en un ubicacion anatacionado con la capidad proliferativa y de célula madre
tébmica perivascular donde de su nicho se encuentra erd&@aestas células en pulmén. Un resultado similar se obser-
region intima de la aorta en rata. Un modelo similar dehk con la presencia nuclear de OCT-4 en células periciticas
nicho vascular de células madre ha sido previamente des- cultivo, y que es diferente para la distribucién
crito con una localizacion semejante a la de pericitastoplasmatica de OCT-4 de las células en aorta. Esta ex-

(Castrechinket al,, 2010). plicacion parece consistente con la diferente expresion

génica de OCT-4 de la isoforma B y de la isoforma A, ade-
Los resultados confirman el estado inmaduro de lasas por el comportamiento dinamico de OCT-4 aln es

células periciticas al expresar el factor de transcripcion Oadésconocido (Okat al., 2013).

nuclear que ha sido considerado como el actor principal de

los mecanismos de autorenovacion y pluripotencia, siendo  Okaet al. demostraron que OCT-4 es un factor de

a su vez, un fundamental represor de las vias moleculat@sscripcion que se mantiene translocandose entre el nu-

que permiten la diferenciacion (Nivea al, 2000). cleo y el citoplasma, ademas, la mutacién de la region de
localizacion nuclear (NLS) del transportador de OCT-4 pro-

Las células aisladas por el método de explante qdace su difusion pasiva desde el ndcleo al citoplasma. Sien-
promueve el aislamiento de células migratorias desde lds los niveles de OCT-4 en el nlcleo fundamentales para
tejidos muestran un fenotipo con un citoplasma alargadanantener un estado indiferenciado de la célula, donde la
que expresan aSMA, PDGFRay b, siendo estos dos Ultinrosvilizacién de este factor dentro y fuera del ndcleo es
marcadores especificos de pericitos como ha sido documelave mas que la expresion de este factor de transcripcion.
tado previamente por Bergers & Song (2005). Ha sido priees resultados en nuestro trabajo muestran en las células
viamente descrito que los pericitos pueden actuar como fu@erivasculares de aorta y en las céliasgtro OCT-4 pue-

te de células indiferenciadas durante la reparacion de tejen estar evidenciando una transicién desde una forma in-

dos 6seo (Diaz-Florest al, 1992) y adiposo (Crisat al; activa a una forma nuclear activa, producto de la

da Silva Meirellet al). La distribucion anatémica de lostranslocacién del citoplasma al nicleo de OCT-4 y plan-
pericitos en el cuerpo y su papel en la regeneracion ha llet@an que en el vaso donde OCT-4 se encuentra principal-
do a plantear que estas células pueden ser una fuentenéate citoplasmatico estas células se encuentra en un esta-
células mesenquimales (Caplan). Nuestros resultados ago-quiescente.

yan esta tesis dado que las células obtenidas expresan Thy-

1/CD 90 en cultivo, un marcador de células madre

mesenquimales. La presencia de la expresion de genes MEKNOWLEDGMENTS

viamente sefialados como marcadores de células periciticas

PDGFRa, aSMA, PDFGRb que fue evidenciado por RT- Esta investigacion fue financiada por la Universidad

PCR, se corresponde a lo descrito anteriormente pa& LA Frontera a través del Proyecto PIA DI10-7003 vy

Bukovskyet al (2001) y Dore-Duffy & Cleary. DI10-7006.

En cuanto a la expresion de OCT-4, los resultados
confirman y amplian ain mas las observaciones obtenid#sSRRERA-BRAVO, J.; MONTIEL-EULEFI, E.; GLASER,
en investigaciones anteriores (Montiel-Euleffial, 2009, T.; GARCES, M; LEAL, P. & HENNING, U. A. In vitro
2011, 2012), lo que demuestra que las células positivas ptéggslocatlon cytoplasm/nucleus of embryonic transcription factor
OCT-4, se encuentran en los vasos sanguineos en T-4 in perivascular cells suggests that aorta as a niche of
. e . uiescent adult stem celldnt. J. Morphol., 31(4)1430-1438,
microambiente que, probablemente, permite que estas c§§13

las sobrevivan y/o permanezcan en reposo como un tipo de
células madre quiescente (Pasquireglil, 2010). SUMMARY: Perivascular cells have a common origin
from embryonic stem cells and blood vessels provide a niche for
Siguiendo con lo m@terior, ademas de la expresidrnthe maintenance of their stemness. Embryonic markers expression
de OCT-4 es necesario evaluar la ubicacion de este factbundifferentiated cells, as well as, the wide variety of cellular
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phenotypes generated from pericytes, could be explained by the & Varela, H. Pericytes as a supplementary source of
ability of these cells to be induced to a state of "stemness" when osteoblasts in periosteal osteogenesis1. Orthop. Relat.
treated with appropriate factors. Our findings describe the Res., (275280-6, 1992.

expression of cells with cytoplasmic OCT-4 in perivascular

anatomical location where their niche region is in the intima of tHeore-Duffy, P. & Cleary, K. Morphology and properties of
aorta in ratsln vitro isolated cells by explant method that promotes  pericytesMethods Mol. Biol., 68@9-68, 2011.

the isolation of migratory cells from tissues show an elongated

cytoplasm phenotype, expressing aSMA, PDGFRa & b where tBore-Duffy, P.; Katychev, A.; Wang, X. & Van Buren, E. CNS
last two are specific markers of pericytes. These cells present a microvascular pericytes exhibit multipotential stem cell
translocated nuclear variant of OCT-4 that has been described as activity. J. Cereb. Blood Flow Metab., 26(613-24, 2006.
the master regulator of self-renewal processes and pluripotency.

The expression of OCT-4 further confirms and extends th@onzalez, R. F.; Allen, L. & Dobbs, L. G. Rat alveolar type |
observations obtained in our previous research and proves that stemcells proliferate, express OCT-4, and exhibit phenotypic
cells found in the blood vessels in a microenvironment that probably plasticityin vitro. Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol.,
allows them to survive and remain at rest as a type of quiescent 297(6)L1045-55, 2009.

stem cell.
Howson, K. M.; Aplin, A. C.; Gelati, M.; Alessandri, G.; Parati,
KEY WORDS: Stemness; Pericytes; Translocation; E.A. & Nicosia, R. F. The postnatal rat aorta contains pericyte
OCT-4; Rat aorta. progenitor cells that form spheroidal colonies in suspension
culture. Am. J. Physiol. Cell Physiol., 289(6)1396-407,
2005.
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