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Resumen

RESUMEN

Desde 1988 las células hematopoyéticas (CH) de sangre de cordén umbilical humano (SCUH) se
han planteado como una fuente potencial para el restablecimiento del sistema hematopoyético de
pacientes sometidos a radio y quimioterapia o con diversas enfermedades hematoldgicas. Estas
células posecen ventajas conspicuas sobre las CH de médula Gsea (MO) como son, mayor
disponibilidad, mayor porcentaje de células formadoras de colonias de progenitores (CFC™),
menor incidencia de la enfermedad injerto vs huésped y de infecciones virales post-transplante,
entre otras. Sin embargo, su gran desventaja es la baja concentracion de éstas por kilogramo de
peso de paciente para realizar transplantes en individuos adultos. No obstante, la expansion in
vitro ha sido la alternativa para alcanzar las concentraciones Optimas para efectuar el
procedimiento médico mencionado. Aunque se han alcanzado concentraciones importantes de
CH in vitro, no existe en la literatura informacién profusa del comportamiento metabdlico y del

comportamiento de las diferentes poblaciones celulares en estos cultivos.

En el presente estudio se realizd la caracterizacion de las poblaciones de progenttores
hematopoyéticos, cuantificacién de las células mononucleares (MN) y adherentes, ademds, la
determinacién de sustratos y metabolitos en cultivos estiticos de CH de SCUH. Con la
realizacién de ensayos clonogénicos a la sangre recolectada (en el dia cero de cultivo), se
determinaron concentraciones de progenitores hematopoyéticos muy similares a estudios
parecidos. Lo anterior permitié plantear a estos valores como los tipicos en la sangre de‘c'c;;'dén
umbilical de neonatos mexicanos, de madres que asisten al centro de salud empleado en éste

estudio. Adicionalmente, se observd sustentacion de la hematopoyesis, aunque no se realizaron

recambios de medio en los cultivos realizados.

Para un mejor conocimiento de los requerimientos metabdlicos, se disefid un respirémetro y se
establecid la metodologia apropiada para realizar las determinaciones de la velocidad de consumo
de oxigeno (VCO) ex situ. El respirémetro, permitié determinar que la velocidad especifica de

consumo de oxigeno (qo,) de CH de SCUH no adheridas variaba en el intervalo de 3.17 x 10" a

Xi
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1.13 x 10'° mmoles/cél/h. Ademds, las VCO determinadas permitieron establecer la existencia
entre la VCO determinada ex sifu y la concentracién de progenitores totales una relacion
creciente entre ambos. Aunado a lo anterior, modelos poblaciones utilizando las VCO obtenidas
ex situ y las poblaciones de progenitores hematopoyéticos determinadas por ensayos

clonogénicos, permitieron determinar que los tipos celulares menos diferenciados poseen una qo,

mayor que los tipos celulares mas diferenciados. Esta relacién creciente entre estos dos
pardmetros, posee amplias potencialidades para estimar de manera rapida (1.5 a 2.0 horas) la
mayor concentracién de progenitores hematopoyéticos, contrariamente a técnica convencional

que requiere 14 dias para obtener tal informacidn.

Paralelamente se encontrd en los cultivos estaticos tipo lote, realizados en diferentes recipientes,
una relacién decreciente entre el cociente drea/volumen y la proliferacion y expansion celular
mdximas. Ademds, aunque se observaron diferencias en los tiempos de maxima proliferacidn, las

maximas expansiones se alcanzaron entre el tercer y octavo dia de cultivo.

La determinacién de los sustratos y metabolitos consumidos y producidos respectivamente.
permitieron detectar la produccién de glutamato en los primeros dias del cultivo y su posterior
desaparicién. Con los resultados obtenidos, se establecié una relacién creciente entre la diferencia
de las concentraciones de glutamato a un tiempo determinado y la concentracién de glutamato
inicial, con la concentracién de progenitores totales. Esta relacién encontrada permite plantear a
la determinacién del glutamato en estos cultivos como una herramienta potencial para inferir de
manera rdpida y confiable la concentracién de progenitores totales, de manera similar como se ha

planteado y corroborado para la determinacién de la VCO.

X




Introduccion

1 INTRODUCCION

Las células sanguineas maduras como, linfocitos, eritrocitos, neutrofilos, macréfagos, plagquetas,
elc, que circulan por el cuerpo humano son formadas a través de la hematopoyesis. La
hematopoyesis es un complejo proceso en el cual, una célula tallo totipotencial a través de la
diferenciacién, proliferacién y expansién celular genera las células sanguineas, en las
concentraciones Optimas para su buen funcionamiento. La célula tallo durante el proceso de
diferenciacién celular genera diversas formas celulares a medida que las células se comprometen
en uno de los linajes hematopoyéticos existentes. En este proceso de diferenciacion se generan
los progenitores hematopoyéticos como, CFU-GEMM, BFU-E, CFU-GM, CFU- G, CFU-M y

CFC-MK, los cuales se diferencian y generan las células maduras mencionadas.

El tejido u érgano en el que se realiza la hematopoyesis en el ser humano cambia a través de su
desarrollo. Inicialmente, se lleva a cabo en el saco vitelino e higado fetal. En etapas fetales
posteriores y en la fase adulta, la hematopoyesis se efecta en la médula 6sea de huesos como,
fémur, himero, costillas, vértebras, entre otros. El proceso hematopoyético en la médula bsea se
desarrolla gracias a la interaccién de las CH con las células que conforman el microambiente
hematopoyético como son, las células estromales, accesorias y los productos de las células
mencionadas. Estas células producen citocinas, las cuales regulan la hematopoyesis.
Especificamente, en cultivos in vitro las citocinas pueden ser suplementadas al medio de cultivo,
en forma de citocinas recombinantes o pueden también ser obtenidas a partir de las células

estromales que se adhieren a los recipientes de cultivo y producen las moléculas mencionadas.

[La hematopoyesis es una activo proceso con altas tasas proliferativas que mantiene las
concentraciones celulares constantes. No obstante, en pacientes con enfermedades hematoldgicas
o en individuos con cdncer que han recibido quimioterapia y radioterapia, ocasiondndoles
inmunosupresién, se detectan variaciones en la concentracién normal de las diférentes
poblaciones celulares mencionadas. Para mejorar y normalizar estas concentraciones, el
procedimiento clinico generalmente realizado, es el transplante de médula Gsea de un donante
inmunolégicamente compatible con el paciente. Sin embargo la ejecucién de éste protocolo
médico es afectado por la dificultad de conseguir donantes compatibies. Este inconveniente,

indujo la bisqueda de otras alternativas tisulares como fuente de CH. Fue asi, como desde 1988
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se planted a la SCUH como una fuente rica de CH humanas. Desde ésta fecha, se han realizado
exitosos transplantes de CH de SCUH en nifios con diferentes padecimientos hematoldgicos. Sin
embargo, la recuperacion de pacientes adultos que han recibido transplantes de SCUH, no ha sido
tan exitosa como en infantes. El inconveniente anterior, es debido a que el nimero de
progenitores hematopoyéticos presentes en el volumen de SCUH recolectado de un cordon, es
insuficiente para los requerimientos celulares en pacientes adultos, y que promuevan la
recuperacion del sistema hematopoyético en éstos. De ahi, que el cultivo in vitro de estas células
para incrementar las concentraciones de progenitores hematopoyéticos a los niveles 6ptimos para
el transplante en pacientes adultos, se ha planteado como la alternativa para los transplantes en

eslos pacientes.

A pesar de que se han obtenido expansiones de células hematopoyéticas importantes in vitro, alin
no se han alcanzado las concentraciones necesarias para transplanie en adultos. Para disefar
eficientes y econdmicas estrategias de cultivo y cosecha de las células cultivadas in vitro, es
necesario un mejor conocimiento del comportamiento in vitro de estas células que permita
entender el intrincado proceso celular que involucra diversas poblaciones celulares, en diferentes
estados fisiologicos y de diferenciacién, implicando variados requerimientos y comportamientos
metabdlicos. Aunque se ha realizado investigaciones del comportamiento in vitro de las CH de
SCUH, la informacién del metabolismo de éstas células es actualmente escasa. Para obtener
mayor informacién es necesario ahondar en esta 4rea, para alcanzar nimeros celulares
importantes e inferir la edad de cultivo con la mayor poblacién de progenitores hematopoyéticos,

para realizar la cosecha de éstas.

En este proyecto se determiné el comportamiento cinético de diversas poblaciones celulares
hematopoyéticas y del consumo de sustratos como, la glucosa y la glutamina, y la produccién de
metabolitos como el lactato y el glutamato en cultivos in vitro de las CH de SCUH. Las
determinaciones se realizaron en cultivos lote a condiciones estdticas, con lo que se tuvo un
modelo experimental sencillo con buena reproducibilidad. Adicionalmente para la determinacién
de la VCO, un importante pardmetro indicador de estados fisioldgicos en los cultivos, se disefld

un respirémetro y se establecié la metodologia para realizar dicha medici6n ex situ.

W




Antecedentes

2 ANTECEDENTES

2.1 Hematopoyesis

Las células maduras que circulan en la sangre como, eritrocitos, leucocitos y plaquetas, son
generadas a partir de células tallo hematopoyéticas (CTH), mediante el proceso denominado
hematopoyesis (Figura 2-1). Las CTH son células con capacidad de auto-renovarse, proliferar,
expandir y diferenciarse, en los progenitores hematopoyéticos de todos los linajes: eritrocitos,
granulocitos (neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos), mastocitos, monocitos y macréfagos,

plaquetas, linfocitos T y células asesinas naturales (natural killer -NK-).

La proliferacién se refiere al nimero de veces que una célula puede dividirse y generar nuevas
células hijas diferenciadas, mientras que la expansién es el nimero de veces que una célula
progenitora puede producir mis células progenitoras. En cambio, la auto-renovacion es el
potencial para producir células tallo hijas con idénticas caracteristicas sin ninguna caracteristica
adicional, producto del proceso de diferenciacién. Tanto la proliferacién como la expansidn
dependen de factores intrinsecos y extrinsecos. Los intrinsecos estédn relacionados al compromiso
de la célula a un linaje determinado o a su estado de maduracion y los extrinsecos. a la
interaccion de los diferentes tipos celulares y las citocinas encontradas en el microambiente
hematopoyético. Estas potencialidades in vitro dependen del tipo de medio de cultivo, del horario
de cambio de medio, de la temperatura, de la presencia o ausencia de suero, del nimero de
células sembradas, etc. Sin embargo a medida que las células avanzan en el proceso de
diferenciacion se convierten en células progenitoras maduras y pierden su capacidad proliferativa

y de auto-renovacién (Mayani et al., 1992).
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En un individuo adulto normal diariamente se producen aproximadamente 2.5 x 107 eritrocitos,
2.5 x 10” plaquetas y 1.0 x 10° granulocitos por kilogramo de peso. La velocidad de produccién
varfa de acuerdo con las necesidades del individuo. Més del 95% de la hematopoyesis
(eritropoyesis, mielopoyesis y linfopoyesis) en los mamiferos adultos se realiza en la médula 6sea
(MO).

No obstante, el sitio de produccién de las células sanguineas cambia a través del desarrollo del
individuo. Al inicio del desarrollo del individuo el saco vitelino y luego el higado fetal, son los
sitios de la eritropoyesis. Sin embargo, a partir del quinto mes de gestacién, las cavidades dseas
se convierten en los sitios exclusivos de proliferacion granulocitica y megacaridcitica, mientras
que la eritropoyesis se realiza en el higado fetal. Al momento del nacimiento las cavidades Oseas
son los (nicos sitios de significativa actividad hematopoyética y son saturadas con CH. A partir
de los 18 aiios del individuo, la médula hematopoyética se encuentra solamente las vértebras,
costillas, craneo, pelvis y epifisis proximales del fémur y del humero. El volumen de las
cavidades éseas se incrementa de 1.4% del peso del cuerpo en el nacimiento a 4.8% en el adulto,
mientras gue ¢l volumen de sangre disminuye del 8% del peso al nacimiento a, 7% del peso

corporal en el adulto.

Especificamente en los mamiferos la hematopoyesis se realiza en los espacios extravasculares,
entre los senos de la MO. Las diferentes células de los diversos linajes se distribuyen en lugares
diferentes en estos espacios, a los que se les denomina nichos, donde se favorece el desarrollo de
acuerdo con el linaje al que se ha comprometido (Abboud & Lichtman, 1995). Se ha determinado
que las CH con capacidad proliferativa se encuentran en un estado de dormancia (Ogawa, 1993),
poseen una capacidad para soportar ambientes hipdxicos en los espacios senosoidales de la MO
(Cipolleshi e al., 1993) y son inhibidas a proliferar por reguladores negativos como, el factor

transformador del crecimiento beta (TGF- [} o la proteina inflamatoria de macr6fagos 1 alfa

(MIP-1c1).

2.2 Microambiente hematopoyético
Se ha reportado la existencia de una distribucién espacial de las células tallo y de los progenitores

comprometidos al linaje mieloide o eritroide en la MO de raién (Lord er al, 1975)
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estableciéndose una estructura definida en donde, segiin Schofield (1978), existen nichos de
células tallo donde se establecen las condiciones de diferenciacién de los diferentes linajes
celulares. Este ambiente de diferencias microgeogréficas se ha denominado microambiente
hematopoyético (MH) y esta compuesto de células estromales (fibroblastos, macrofagos, células
endoteliales y adipocitos), células accesorias (linfocitos T y monocitos) y sus productos (matriz
extracelular y citocinas), que permiten la auto-renovacién, proliferacién y diferenciacién de fas

CTH (Mayani er al., 1992).

Antes de que Ye et al. (1994) reportaran la formacién de capa de c€lulas estromales en cultivos in
vitro de CH de SCUH, se consideraba que estas células no pedian producirla en cultivo.
Posteriormente, 1a formacién de una capa estromal en estos cultivos ha sido confirmada por otros
autores (Breems, er al., 1998, Lépez, 1999, Gutiérrez et al., 2001). Sin embargo, se han
determinado diferencias entre la capa de células estromales formadas en cultivos in virro de CH
de MO y de SCUH. En los primeros, el nimero de células adherentes es 3.5 a 4.1 mas alto que en
el cultivos de las segundas. Adicionalmente, las células adherentes de cultivos de MO forman
capas confluentes de estroma; en cambio la capa adherente formada de células de SCUH, son
células individuales distribuidas a través del pozo. De igual manera se ha determinado que las
capas confluentes de estroma de MO producen factor de células tallo (SCF) en un intervalo de
436 a 579 pg/ml, interleucina 6 (IL-6) en un intervalo de 27 a 46 pg/mi y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-ot) menos de 11 pg/ml. En cambio, en los cultivos de CH de SCUH se produce
ja IL-6 en un intervalo de 64 a 93 pg/ml, el TNF-ot en un intervalo de 7 a 60 pg/ml y el SCF en
niveles tan bajos, que no puede ser determinado por los sistemas de deteccién normalmente

empleados.

Gutiérrez, er al. (2001) determinaron que del 60% al 75% de las células adherentes de la capa
estromal formada en cultivos de MO eran del linaje de fibroblastos y el resto eran macréfagos.
Mientras que el 90% de las células adherentes generadas en cultivos de CH de SCUH, eran
macrofagos. De igual manera, reportaron la presencia de antigenos tipicos de células dendriticas,
como el marcador de superficie de membrana 1 (CD1), en la capa estromal de cultivos de células
de SCUH. Esta determinacion les permitid sugerir el crecimiento de células dendriticas en la capa

estromal de estos cultivos.
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Las células estromales son necesarias para la conservacién y diferenciacion de la progenie
madura mieloide por las moléculas que generan, sin embargo, se ha demostrado que el contacto
directo entre las células disminuye la capacidad de repoblamiento por los progenitores menos
diferenciados (LTC-IC) en cultivos a largo plazo (Verfaillie, 1992). No obstante, Verfaillie &
Cantazaro (1996) lograron mantener el 50% de las LTC-IC y la generacién de progenitores
comprometidos en 8 semanas, al colocar en membranas con poros de 0.45 um entre la capa
estromal y las CH de MO a cultivar para evitar el contacto directo entre los tipos celulares
mencionados. Esto permitié determinar que el contacto directo entre progenitores
hematopoyéticos y las células estromales es requerido para regular la proliferacion y
diferenciacién de progenitores LTC-IC mientras que, la inhibicién detectada estd relacionada con
la produccién de citocinas inhibitorias y de sefiales inhibitorias de crecimiento generadas por la
matriz. extracelular. Los factores inhibitorios como TGF-B y MIP-1q, son producidos por las
capas estromales y se unen d&vidamente a los proteoglicanos de la matriz extracelular (Tanaka er

al., 1983).

2.3 Factores de crecimiento

Como se ha mencionado anteriormente, las CH normales son afectadas por varias moléculas
{citocinas) con actividad sobre la hematopoyesis como son, los factores estimuladores de colonias
(CSF), las interleucinas y otros factores de crecimiento proteico. En general, estas moléculas
trabajan en red y generan variados efectos sobre diferentes sistemas celulares. Los factores de
crecimiento favorecen la viabilidad, la multiplicacion celular (Sachs, 1987) y aumentan la
actividad funcional de células maduras (Metcalf, 1985). Algunas citocinas poseen similitudes
estructurales, similitudes en sus receptores de superficie y actividades sobrelapadas para el
mantenimiento de la viabilidad, del crecimiento y de la diferenciacion de las CH (Kishimoto er

al., 1992).

Hay cuatro grandes actividades estimuladoras de colonias del linaje mieloide (Sachs, 1986,
Sachs. 1987) como son el CSF de macréfagos (M-CSF), que induce el desarrollo de colo;lig'{; con
macréfagos; el CSF de granulocitos (G-CSF), que induce el crecimiento de colonias con
granulocitos; el CSF de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), que induce el crecimiento de

colonias con granulocitos, macréfagos, o ambos; y la IL-3, que promueve el crecimiento de
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colonias con macréfagos, granulocitos, eosindfilos, mastocitos, eritrocitos y megacariocitos.

Existen otros factores como la IL-6, que actdan sobre la diferenciacién del linaje mieloide sin
tener actividad expansiva (Shabo et al., 1989, citado por Sachs & Lotemn, 1994). De igual manera
se encuentran el factor inhibidor de leucemia (LIF) y la IL-11 (Sachs, 1994). Ademds, existen los
factores que pueden inhibir la formacién de colonias hematopoyéticas normales y la
diferenciacién de células leucémicas inducidas por IL-6 como son, el TGF-» B1 y el TNF-o.
Tanto TGF-B1 y TNF-o pueden inducir muerte celular programada (apoptosis) en células
leucémicas mieloides y este efecto puede ser suprimido por IL-6, G-CSF, GM-CSF o IL-3
(Lotem & Sachs, 1992).

La interaccién entre las diferentes proteinas inductoras e inhibidoras no solo permite la
amplificacién de sefales sino que también facilita la actividad indirecta de las citocinas por la
induccién a la produccién de otras citocinas. Esto ocurre por ejemplo con la IL-1 que estimula
indirectamente el crecimiento de células de mieloma al inducir a la IL-6 (Kawano er al.. 1989).
Otra caracteristica de las interacciones entre factores de crecimiento es la induccién de citocinas
que dan sefiales al sistema para asegurar que las sefiales positivas no sean amplificadas mas alld
de cierto limite. Esta funcién es lograda por la produccién de TNF-o y TGF-1 por GM -CSF o
[L-6. Una funcién similar es realizada por la IL-10 la cual, es producida por los macréfagos
activados y suprime la produccién de citocinas inflamatorias como, IL-1, IL-6 y TNF-a
(Fiorentino et al., 1991). El efecto estimulante o inhibitorio generado por las interleucinas no solo
estd asociado con la induccién de otras citocinas sino también con la expresion de receptores de
citocinas, como es el caso del TGF-B1 que inhibe la expresién de citocinas y disminuye la
expresion de receptores para citocinas, asegurando la inhibicion de la hematopoyesis a nivel de

citocinas y de receptores (Jacobsen, ef al., 1991).

2.4 Células hematopoyéticas de sangre de cordén umbilical humano

El transplante de MO de donantes con complejo principal de histocompatibilidad (HLA) idéntico
al HLA del receptor, ha sido exitosamente empleado en el tratamiento de pacientes con
enfermedades hematoldgicas recurrentes o de alto riesgo, con sindromes de falla de médula, con

inmunodeficiencia hereditaria y con desOrdenes metabdlicos. Sin embargo, el transplante
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alégenico de MO se ha limitado por la carencia de donantes compatibles en HLA y por las
complicaciones post-transplante, cuando el donante y el receptor no son inmunolégicamente

idénticos (Wagner & Kurtzberg, 1998).

En la bisqueda de fuentes alternativas de CH se planteé a la SCUH como fuente rica de CTH y
de progenitores hematopoyéticos. Esta suposicién fue demostrada con la realizacion del primer
transplante de éstas células a un paciente con anemia de Fanconi y con HLA idéntico a éste
(Gluckman et al., 1989). Posteriormente, se han realizado transplantes de SCUH para desordenes
como, leucemia linfoide aguda, leucemia mieloide aguda, neuroblastoma, anemia apldstica

severa, anemia refractaria, talasemia, sindrome de Hunter, entre otras.

El nimero de transplantes de SCUH se ha ido incrementando alrededor del mundo. Eurocord (un
grupo cooperativo europeo de pruebas clinicas) ha analizado 527 transplantes de SCUH de 121
centros de transplantes y de 29 paises. De los cuales, 138 casos eran con donantes relacionados y
399 casos, eran con donantes no relacionados. Los resultados mostraron que la sobrevivencia de
transplantes de SCUH fue comparable a la de los transplantes de MO con donantes relacionados
y no relacionados (Gluckman, 2000). De igual manera, Netcord (un grupo cooperativo
internacional de bancos de SCUH) ha reportado la realizacion de 1500 transplantes de SCUH
para niflos con enfermedades hematolégicas malignas o no malignas que han mostrado
sobrevivencia después del transplante de SCUH, similar o superior de la presentada después de
transplante de MO de donantes compatibles. De 68 transplantes de SCUH realizados en adultos,
I8 pacientes sobrevivieron y a los 22 meses (mediana) después del procedimiento los pacientes
no presentaban la enfermedad. Es importante destacar, que muchas de las muertes presentadas en
pacientes adultos se debié posiblemente a la aplicacién de un nimero menor de células MN ala
dosis 6ptima (2.2 X 10" células MN) de células MN por kilogramo de peso del paciente
(Gluckman, 2001).

Se ha determinado, en muchos laboratorios, que la SCUH contiene una mayor proporcion de
unidades formadoras de colonias (CFU) como, CFU-GEMM, BFU-E, CFU-GM, CFU-MK, que
la sangre de MO y sangre periférica (SP) de adultos (Hows et al., 1992; Mayani et al., 1998). Sin
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embargo, se encuentra variacién entre los laboratorios en la cuantificacion de progenitores

hematopoyéticos (Tabla 2-1).

Tabla 2-1. Progenitores hematopoyéticos en sangre de cordén umbilical, de médula ésea y
de sangre periférica por mobilizacién con G-CSF. Resultados del Hospital Saint-Louis y
EUROCORD. Nimeros representan la mediana con el intervalo entre paréntesis. (Gluckman,
1998)

Células SCUH SP Mo
(n=59) (n=11) (n=111)
MN (lOS/kg) 0.5(0.1a9.8) 8.12(3.3a49.8) 23(05a7.0)
CFU-GM (107/kg) 20(1.0a21.0) 47.5 (14.0 a 390.0) 6.3 (1.0 a24.5)

Ademis, se ha reportado que las CH de SCUH presentan un mayor potencial de
proliferacién/expansién que las CH de MO, porque poseen una mayor habilidad para salir de

G./G, (Biesecker et al., 1993; Laver et al., 1990) y por su habilidad para generar células con

marcador de membrana tipico de células no diferenciadas (CD34+) (Lansdorp et al., 1993).

Otra caracteristica importante de las CH de SCUH y sobre todo la que las hace potenciales
células para ser transplantadas, es la reducida incidencia y severidad de la enfermedad injerto
versus huésped (GVHD ) que han mostrado post-transplante. La GVHD es una compleja reaccion
inmune mediada por las células T reactivas presentes en el donante (Ferrara & Deeg, 1991), las
cuales, reaccionan ante los diferentes HLA de las células del huésped conllevando a una serie de
eventos como son, el aumento de moléculas coestimuladoras y de adhesion, la produccion de IL-
2 y de su receptor, la generacién de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 ¢ [L-6. Durante
la fase efectora, las células T activadas proliferan y liberan varias citocinas que producen daiio
tisular, por la accién de células T citotéxicas activadas, de NK y de macréfagos. Se han reportado
que las células T, las NK y los macréfagos de SCUH poseen propiedades inmunolégicas
diferentes a las de la SP y de MO, que les permite presentar mayor tolerancia inmunolégica a los
aloantigenos. Esta mayor tolerancia inmunoldgica puede ser debida a la presencia de células
reguladoras/supresoras, las cuales pueden suprimir la funcién de las células T que reconocen
aloantigenos. Se ha planteado que la supresién clonal es el mecanismo de tolerancia a los
aloantigenos, en la cual, las células T reguladoras/supresoras inhiben ia funcién de las células T

reactivas (Charlton et al., 1994). Adicionalmente, casi todos los linfocitos T CD3" de las CH de

10




Antecedentes

SCUH expresan la isoforma CD45RA que es caracteristica de las células T que atn no han sido

activadas por antigenos exégenos (células T naive) (Harris et al, 1992; Roncarolo er al., 1998).

Otra caracteristica y ventaja importante de las CH de SCUH es la disponibilidad de esta sangre en
comparacién con la de MO y que su recoleccién no genera ni traumatismos ni inconvenientes en
el donante, como ocurre con la obtencién de la sangre de MO y la movilizacién de CTH por CSF
a SP (Thompson, 1995). Similarmente, existen reportes sobre la menor incidencia de infecciones

virales post-transplante con CH de SCUH, en comparaci6n con los transplantes de sangre de MO.

Otra caracteristica relevante es de ser una potencial fuente de células viables para terapia génica
aut6loga, en tratamientos de infecciones, cdncer o enfermedades genéticas, por su alta capacidad

proliferativa reportada (Lansdorp ef al., 1993; Broxmeyer, 1998).

Como se menciond anteriormente, a pesar de las ventajosas caracteristicas de las CH de SCUH
frente a las de la MO, los transplantes de estas células en pacientes adultos se han visto limitados
por las bajas concentraciones obtenidas de un cordén umbilical, que son insuficientes para
restablecer el proceso hematopoyético en €stos pacientes. Ante estas necesidades se han
disefiado y empleado diferentes tipos de recipientes de cultivo y reactores para le expansion de

estas células in vitro.

2.5 Cultivos de CH de SCUH
2.5.1 Cultivos a largo plazo

Igual que para CH murinas de MO (Dexter, 1977), se ha empleado la técnica de cultivo a largo
plazo (LTC) para las CH de MO humana (Gartner & Kaplan, 1980). Los LTC permiten la
proliferacién, sobrevivencia y diferenciacién de las células precursoras en diferentes linajes en la
ausencia de factores de crecimiento suplementados, pero en la presencia de células estromales,
que sustentan la hematopoyesis por la produccién de dichos factores (Eaves ef al., 1991). El
protocolo de estos cultivos plantea el reemplazo regular y manual del medio (del 10% al 50% del
volumen tota}) de cultivo por medio fresco (de todos los dias a cada 7 dias de cultivo,
dependiendo de los objetivos de la investigacion), permitiendo mantener cultivos de CH de MO

humana durante 3 meses.
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Aunque los LTC de células humanas permitieron establecer la posibilidad de expandir las CH
humanas in vitro se observé que en estos cultivos, el nimero de células totales y de progenitores
hematopoyéticos disminuian exponencialmente durante el cultivo. Esta disminucién celular
podria estar relacionada con la alteracién de la microestructura celular por la manipulacion
durante los reemplazos del medio de cultivo (Varma,1992), por la susceptibilidad del cultivo a las
variaciones causadas por las diferencias en las técnicas de trabajo entre los manipuladores, por
los riesgos de contaminacién por la intensa manipulacién, por la incapacidad de estas células para
soportar altas densidades celulares cuando toda el drea de cultivo se satura y por la acumulacién
de metabolitos y moléculas que inhiben la expansién de los progenitores hematopoyéticos. Para
contrarrestar estas limitantes, se planteé el uso de sistemas de perfusién continua donde, el disefio
de la cdmara, la forma de retener las células, la velocidad de perfusién y la posibilidad de formar
0 no estroma, son las mayores diferencias entre los diversos disefios empleados. Adicionaimente,
se utilizaron los factores de crecimiento y su habilidad para actuar sinergisticamente, permitiendo
la expansién de progenitores en la ausencia de una capa estromal preformada. Este hallazgo,
establecié muchas posibilidades de expansidén y la bisqueda por la combinacién apropiada de

citocinas para obtener el tipo de progenitores hematopoyéticos deseados (Brandt et al., 1992).

2.5.2 Bioreactores de perfusion

Palsson et al. (1993), en un sistema de éste tipo y cultivando CH de MO humana lograron
obtener a las dos semanas de cultivo una proliferacion de 20 a 25 veces de c€lulas MN y una
expansion de CFU-GM de 10 a 30 veces. Paralelamente, Koller et al. (1993) cultivando CH de
MO y empleando un disefio similar que los autores anteriores, observaron un incremento
continuo de células totales con una proliferacion médxima de 8 a 11 veces en el dia 14 de cultivo:
mientras que las BFU-E se expandieron 12 veces en el dia 8 de cultivo. Para superar las
limitaciones de crecimiento por saturacién del drea de cultivo, Oh er al. (1994) realizaron retiro
(cosecha) periédico de las células del cultivo, lo que les permitié calcular una proliferacién total
de 100 veces y una expansién de CFU-GM de 30 veces en el dia 27. Aunque la capa de células

adherentes fue estable, la capa de células no adhrentes disminuyé al incrementarse el nimero de

pases.

posteriormente, Sandstrom et al. (1996) cultivaron CH de MO y movilizadas a SP humana en
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cultivos estiticos y de perfusion con estroma y sin estroma y con medio suplementado con
citocinas recombinantes (IL-3, IL-6, G-CSF y SCF). Para los cultivos de perfusién modificaron la
cdmara de perfusién mejorando la retencién celular y facilitando la inoculaci6n y construccion,
entre otras. En los cultivos de perfusién se alcanzaron expansiones miximas de CFU-GM de 17y
19 veces en cultivos con y sin estroma, respectivamente; mientras que en los cultivos estdticos, se
obtuvieron expansiones méaximas de CFU-GM de 18 y 13 veces en cultivos con y sin estroma,
respectivamente. De manera sorpresiva y contrastante, determinaron que las expansiones de
CFU-GM eran mayores en cultivos de perfusién sin estroma, a pesar que se determind que los
cultivos en perfusién con estroma eran metabdlicamente mds activos que los que no posefan
estroma. Afios después, para disminuir la manipulacidn y los riesgos de contaminacién que esto
conllevaba, Koller et al. (1998a) disefiaron un sistema de perfusién automatizado para cultivar
CH de SCUH con medio suplementado con citocinas recombinantes. Los autores lograron
obtener una expansiéon de CFU-GM de 126 veces a los 12 dias en promedio de cuitivo. Aunque
no se formd estroma en estos cultivos, se¢ detectaron diferentes factores de crecimiento

producidos endégenamente por células accesorias no estromales.

A pesar de las expansiones logradas con estos sistemas el reemplazo continuo del medio de
cultivo y de sus suplementos atn no agotados conlleva a problemas. Por ejemplo, se diluyen
factores de crecimiento importantes para las células, que se encuentran en bajas concentraciones,
se puede producir dafio mecanico y se convierten en sisternas demasiado costosos por el cambio
continuo de medio y de sus suplementos. Adicionalmente, es dificil realizar muestreos que
permitan determinar la distribucién, la viabilidad y la concentracién celular impidiendo un
conocimiento preciso del microambiente desarrollado en el sistema. Como una alternativa de

cultivo, también se han realizado investigaciones en cultivos suspendidos de CH.

2.5.3 Cultivos suspendidos

A diferencia de los cultivos de perfusién, los cultivos suspendidos brindan un ambiente
homogéneo, facilitan la toma de muestras, permiten el establecimiento de estrategias de control y
su escalamiento es relativamente sencillo. Adicionalmente la optimizacion de la expansién de CH
en cultivos lote suspendidos, podria ser econémicamente mas favorable que la realizada en

bioreactores de perfusién, ya que no seria necesaria la adicién continua de medio y de factores de
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crecimiento.

Sardonini & Wu (1993) al cultivar CH de MO en frascos agitados con medio suplementado con
citocinas y con reemplazo regular de medio, obtuvieron en bioreactores suspendidos una
proliferacién de 1.6 comparado con el valor normalizado de 1.0 para cultivos controles estaticos.

realizados con la misma combinacién de citocinas y de horarios de reemplazo de medio.

Posteriormente, Zandstra et al. (1994) en cultivos suspendidos de CH de MO humana, sin
formacién de capa estromal y con reemplazo peridico, obtuvieron un incremento de células
primitivas (L.TC-IC) y de progenitores totales de 7 y 22 veces, respectivamente. Los resultados
alcanzados les permitié sugerir la potencialidad del escalamiento ascendente de bioreactores
suspendidos para la obtencién de concentraciones requeridas de progenilores hematopoyéticos
para los procedimientos clinicos. En otro estudio Zandstra et al. (1997), realizando cultivos
suspendidos con diferentes combinaciones de citocinas, encontraron que la velocidad de consumo
de las citocinas dependia del tipo de citocina y de la célula estimulada. El estudio sugiere que la
disminucién de la citocinas podria generar un mecanismo de control de retroalimentacion in vivo,

que contribuiria al control de la proliferacién y la diferenciacion de CH primitivas.

Afios después, Collins et al. (1997) cultivando CH de SCUH y de SP en bioreactores agitados y
con protocolos de reemplazo de medio suplementado con citocinas, determinaron la correlacién
directa entre la mdxima concentracién de CFC™ y los valores maximos de qgic ¥ de gpac. en un
amplio rango de combinaciones de citocinas. Sin embargo, Collins ef al. (1998a) cultivando CH
de SCUH y de SP en bioreactores agitados y aplicando protocolos de alimentacion y de dilucién
de células sugirieron que eran las células post-progenitores del linaje granulocitico monocitico las
que obtenfan una mayor proporcién de su energia a partir de la glicélisis, en vez de ser las CFC*
como habian planteado anteriormente. Adicionalmente, bajo las condiciones de cultivo realizadas

lograron expandir las CFU-GM 15 veces con respecto a su concentracion inicial.

De manera similar, De Ledn (1999), obtuvo una proliferacién de 14 y una expansién de CFU-
GM de 10 veces, en cultivos de CH de SCUH en bioreactores agitados y sometidos a 20% de OD

controlado.
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2.6 Oxigeno disuelto

El oxigeno es un sustraic importante en el metabolismo de las células animales. Los
requerimientos de oxigeno varian de acuerdo con el tipo de célula y de las condiciones del
cultivo. Sin embargo, la solubilidad del oxigeno en el agua es muy baja (0.24 mmoles/1a25+ C
y 1.0 atm) (Ruffieux et al., 1998) y disminuye de un 5% a un 25% por la adicidén de sales,

vitaminas, etc. (Doran, 1999).

En las células animales, diferentes procesos fisiolégicos son afectados por la oxigenaciéon como
son la adherencia y la propagacién (Rotem et al., 1994). El crecimiento es retardado en bajas
concentraciones de oxigeno, sin embargo una alta concentracién puede ser téxica o inhibitoria.
No obstante, existen diferentes reportes que han determinado que las CH son funcionales a bajas
concentraciones de oxigeno. Segin Cipolleschi er al., (1993) la sangre arterial al entrar a la
estructura canicular y sinuosa de la MO, llega con baja concentracién de oxigeno disuelto (OD).
De acuerdo con caracteristicas estructurales se ha planteado que la concentracién promedio de
oxigeno en la sangre de la MO es significativamente miés baja que en otros Organos y tejidos.
Adicionalmente, se ha determinado que las presiones parciales del oxigeno en la sangre arterial y
venosa son de 100 mmHg (12.5%) y de 40 mmHg (5%) respectivamente. Por lo tanto, la

concentracién de oxigeno en el aire (21%) es mas alta que en los tejidos (Ono & Alter, 1995).

En cultivos estaticos de CH de SCUH realizados a bajas concentraciones de oxigeno (5%} en la
fase gaseosa, se ha obtenido un mayor incremento de la concentracion de CFU-GM que en
cultivos sometidos a 21% (Bradley et al., 1978; Rich & Kubanek, 1982; lahikawa & Ito, 1988).
De manera similar Koller et al. (1992b) encontraron en cultivos con reemplazo de medio de CH
de SCUH y de MO, una mayor expansion de CFU-GM en los cultivos sometidos a 5% de
oxigeno en la fase gaseosa, que en cultivos sometidos a 20%. Sin embargo, existen discrepancias
entre diferentes reportes de cultivos de CH de MO crecidas en bioreactores de perfusién, en
donde algunos autores plantean un mayor crecimiento de células a bajas concentraciones de OD
(5%) (Koller et al., 1992a) mientras que, otros obtuvieron un mayor crecimiento celular a
concentraciones de OD mayores (Palsson er al., 1993). Esta diferencia podria estar muy
relacionada con una limitacién que presentan los sistemas de perfusion como los que emplearon

los autores. La limitacién a la que se hace referencia, es la imposibilidad de determinar la
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verdadera concentracién del OD presente en la cdmara de perfusién donde se encuentran
inmovilizadas las células, ademds que, fue ubicado a la salida del medio de alimentaciéon muy

retirado de la cAmara mencionada.

Como se menciond, por tener el oxigeno una fuerte influencia sobre los procesos fisiologicos es
importante abastecer de forma éptima el oxigeno necesario para el crecimiento celular de cultivos
in vitro. Una manera de conocer la cantidad de oxigeno necesaria, es determinando la VCO y la

Qo,. Estos pardmetros ademés de brindar la informacién ya expuesta, son esenciales para ¢l

escalamiento ascendente del proceso y la determinacién de la actividad fisioldgica del cultivo.

2.7 Velocidad de consumo de oxigeno

Aunado a lo expuesto en la seccién anterior, la VCO es un parimetro importante para el
establecimiento de variables de control (Palomares & Ramirez, 1996; 1981; Butler & Jenkins,
1989). Diferentes autores han determinado la existencia de una relacién directa entre la VCO y la
densidad celular (Yamada et al., 1990; Fleischaker & Sinskey. 1981). En diversos cultivos de
células de mamifero, el empleo de la VCO ha permitido el establecimiento de estrategias de
alimentacién, mejorando la productividad de éstos (Singh, 1996; Higareda er al., 1997;
Palomares & Ramirez, 1996). Las células de mamifero consumen oxigeno entre 0.5 x 107'° y 5 x

10" mmolesO»/cél/h. La Tabla (2-2) retine los valores de qo, de diferentes células animales y

diversos microorganismos.

Tabla 2-2. Valores tipicos de consumo especifico de oxigeno de diferentes tipos celulares

Tipo de célula 4o, mmoles O2/ cél/h Referencia
Granulocitos 022 x 107 Bird, 1951
HL-60* 0.97 x 107° Kimura et al., 1987
Hibridomas HB-32 33a37x 10" Ramirez & Mutharasan, 1990
Especies de Streptococci 14.4 2 72.8 x 107 g/cél/h Atkinson & Mavituna, 1983
Trichoderma harzianum 0.85 mmoles O»/g peso seco/h Rocha, 1999

a.HL-60: Leucemia promielocitica humana
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Varios grupos han determinado la VCO de diversas células empleando diferentes métodos para
su determinacién, sin embargo la informacién de ia VCO de CH de SCUH es escasa. Peng &
Palsson (1996), modificando un respirémetro disefiado por Rotem et al.(1994), determinaron la

qo, de células MN de MO humana (adherentes y no adherentes) crecidas en placas de 6 pozos.
Lograron determinar que al comienzo del cultivo la qo, fue baja y fue incrementéndose  lo largo

del cultivo desde 0.05 x 107" hasta 0.38 x 107" mmoles Oycél/h para células adherentes y desde
0.05 x 107'° hasta 0.25 x 107" mmolesOacel/h, para las células no adherentes. Adicionalmente, se
ha determinado la existencia de una correlacién entre la VCO y la concentracién de progenitores
hematopoyéticos en cultivos en bioreactores agitados ¢ instrumentados de CH de SCUH a 50%
de QD (Collins et al., 1998a) y a 10% y 20% de OD (De Ledn, 1999). La correlacion encontrada
permite definir el tiempo de méaxima expansién y por ende, el tiempo éptimo de cosecha y
extraccién de los progenitores hematoyéticos sin tener que esperar 14 dias de incubacidn para
conocer la concentracién de progenitores, tal y como lo requiere la técnica convencional (cultivo

de progenitores en medio basado en metilcelulosa).

Existen diferentes métodos para determinar la VCO, los cuales se dividen en dos grupos:
métodos basados en las determinaciones de O, en la fase gaseosa y los métodos basados en las

determinaciones del O en la fase liquida.

2.7.1 Mediciones en la fase gaseosa en estado estacionario
Estas determinaciones se basan en la medicidn confiable de las presiones parciales y de las
velocidades de los flujos de gases empleando analizadores de gases o espectrémetros de masa. La

figura (2-2) esquematiza un bioreactor con la fase liquida y la fase gaseosa.

Suponiendo que el sistema esta bien mezclado, la ecuacion de balance en la fase gasecosa de la

figura (2-2) es,
dC -
—LV,=Fy, —Fy, - ka(C -C,)V,
dl ’ ‘(2_1)
Donde, Vg, es el volumen del gas, Vi, es el volumen del liquido en el bioreactor, F,, es el flujo
gaSE0S0 molar a la entrada, F, es el flujo gaseoso molar a la salida del bioreactor, k;q, es el

coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, ye, es la fraccién molar de oxigeno en la fase
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gaseosa a la entrada, y,, es la fraccién molar de oxigeno en la fase gaseosa a la salida del
. * .. .o, - . < s
bioreactor, C', es a concentracién a la saturacién de oxigeno disuelto, Cy, es la concentracion del

oxigeno disuelto y Cg, es la concentracién de oxigeno en la fase gaseosa.

Analizador de gas o
Espectrémetro de masa

F, K
Y,
dC,
Vv, dr
| &
v ka
L c’
£

Bioreactor

Figura 2-2. Esquema de un bioreactor con los términos empleados en el balance en fase
gaseosa

Teniendo como suposicion que la VCO es relativamente pequeiia con respecto al flujo de gases,
se puede asumir que existe un estado estacionario en la fase gaseosa (dCg/dt=0), ademds, que las
velocidades del flujo gaseoso a la entrada y a la salida son idénticas (F.=F;). Debido a que la
transferencia volumétrica de oxigeno debe ser siempre igual o mayor que el consumo de oxigeno,
la ecuacidn (2-1) resuitante de las suposiciones establecidas se iguala a VCO. Quedando,
VCO =350, -y,)

¢ (2-2)

Las variables F, y ¥, se pueden obtener de un controlador de flujo mésico mientras que, la y, debe

ser determinada con un analizador de gases o un espectrometro de masas.
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Este es ¢l método mas empleado para determinar la VCO en fermentaciones microbianas, y
puede realizarse continuamente y en tiempo real, de manera no intrusiva y sin generar efectos
adversos sobre el cultivo. A pesar de que los analizadores de gases son confiables, simples y
econémicos, su sensibilidad es insuficiente para monitorear los cultivos animales que presentan
velocidades metabdlicas menores que cultivos de microorganismos (Tabla 2-2). De igual manera,
los espectrémetros de masa son instrumentos caros y sofisticados con alta precision sin embargo,
ésta es insuficiente para detectar los muy pequefios cambios en la presién parcial de oxigeno
durante los cultivos de células animales. Eyer et al. (1995) determinaron la VCO de cultivos de
hibridomas en 2.4 litros, con un espectrémetro de masa. Sin embargo, obtuvieron una alta
fluctuacién de la VCO y errores cercanos al 50% de la VCO maxima esperada. Estos resultados,
debido a que en las condiciones de operacién de cultivos de cé€lulas animales, flujos altos y
volumen de cultivo pequefio, la diferencia de concentracién de O; a la entrada y a la salida del

bioreactor fue tan pequefa que la sensibilidad del equipo fue insuficiente para detectarla.

2.7.2 Maediciones en la fase liquida

Existen tres métodos: el de fase liquida en estado estacionario, el dindmico y el estdtico.

2.7.2.1 Mediciones en fase liquida en estado estacionario:
Es un método simple y la instrumentacién es relativamente econdmica. El balance de oxigeno
alrededor de la fase liquida del bioreactor, suponiendo un estado estacionario queda expresado
asf,

k,a(C"—C,)=VCO=g0,x | (2-3)
Sin embargo, son requeridos los valores de kia y C" los cuales en general varian durante el
cultivo y deben ser estimados frecuentemente. No obstante, Lavery & Nienow (1987) mostraron
que los valores de ki a son similares en cultivos de células animales con diferentes composiciones
de medio de cultivo, pero operados a las mismas condiciones de aireacion y agitacion. De ahi que
se pueda considerar al k_a relativamente constante a lo largo de un cultivo de células animales,
porque la composicion fisicoquimica del medio cambia muy poco durante el tiempo. Asumiendo
que existe un equilibrio de oxigeno entre las fases liquida y gaseosa, el C* puede ser calculado de
la presion parcial de oxigeno a la entrada empleando las ecuaciones (2-4) y (2-5), si se supone

que para un flujo de gases alto comparado con el consumo de oxigeno, y una fase gaseosa bien
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mezclada, las concentraciones de oxigeno a la entrada, a la salida y en la fase gaseosa del
bioreactor son aproximadamente iguales.
£, = BYo, (2-4)

C* _ CH10P01
i H ' (2-5)

Ch,0, €s 1a concentracion molar del agua, po,, es la presién parcial de oxigeno, H, es la constante

de Henry, P es la presion total y yo, es la fraccion mol de O;.

Teniendo en cuenta que el kpa no cambia durante el cultivo y las suposiciones anteriores,
Higareda (1994) propusé la siguiente ecuacion en forma discretizada para determinar la VCO en

linea en cultivos de hibridomas.

veo = %8 (¢ +Cwny-(C, +C, )]—EL-A—'EL*
2 : " L~ (2-6)

donde,  es tiempo e /, es ¢l elemento de discretizacién del tiempo. Tal ecuacidn ha sido empleada
exitosamente por Palomares & Ramirez (1996) y De Ledn (1999a) para realizar determinaciones

en linea en cultivo de células de insecto y de CH de SCUH, respectivamente.

2.7.2.2 Método estatico:

El método estdtico puede ser aplicado a bioreactores operados en la modalidad continua o por
perfusién y equipados con cualquier sistema de oxigenacidn (burbujeo, aireacién superficial, tubo
difusor). Se determina la VCO de la diferencia de las lecturas de dos electrodos de OD colocados
en las corrientes de alimentacién y cosecha del medio de cultivo teniendo en cuenta la velocidad
de flujo del medio. Este método se basa en el hecho que cuando el medio de cultivo fluye a una
velocidad constante, el OD disminuye a lo largo de la longitud recorrida. Es un método que
permite obtener una sefal de manera continua y puede ser utilizado tanto en cultivos animales

como microbianos y en bioreactores mayores a 2 litros.

Yoon & Konstantinov (1994), sugirieron una modalidad para determinar la VCO por el método
estitico en cultivos lote (Figura 2-3). En este arreglo se emplea un dispositivo en forma de U
externo al bioreactor. El medio fluye a través de una de las secciones del dispositivo a una

velocidad de flujo F constante y el OD disminuye linealmente a lo largo de la longitud de éste.
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Un segundo electrodo se coloca a una distancia L, del bioreactor en el dispositivo. El medio es
bombeado continuamente al dispositivo externo y retorna al bioreactor a través de la segunda
secci6n del dispositivo en forma de U, cuya longitud, L, es menor que L, (Figura 2). La VCO

puede ser calculada de acuerdo con la ecuacion (2-7):

4F
LinD?

VCO = (OD]-—OD2)=-AI—T(OD]—OD2)

(2-7)
donde, OD, y OD;, son las lecturas de los electrodos de OD, AT, es el tiempo en que viaja ¢l

fluido del bioreactor al electrodo OD,, y D, es el didmetro del tubo.

| QUR=
[mee DO~ 1O
s T

Bioreactor

Figura 2-3. Esquema del sistema para la determinacién de la VCO basado en el método
estatico

E} método estdtico permite un monitoreo continuo de la VCO, a diferencia del método dindmico
(Ver adelante) que genera informacién de la VCO de manera discontinua. Sin embargo, la
implementacion de €ste tipo de mediciones en cultivos lote presenta los siguientes
inconvenientes. Requiere de dos electrodos y de dos amplificadores de OD, de bomba, de

controlador de temperatura y de la construccién del dispositivo mencionado dentro de un sistema
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de calentamiento, lo que lo vuelve costoso e imprictico. Ademds, es necesario disminuir el
tiempo de residencia, que se logra disminuyendo la longitud del tubo o aumentando la velocidad
con que el fluido es bombeado al dispositivo, que puede afectar la viabilidad de células animales.
De igual manera, el cdlculo de la VCO requiere que la diferencia OD,-OD; sea suficientemente

grande, lo cual requicre una calibracién continua de los electrodos.

2.7.2.3 Método dindamico:

Este método fue conceptualizado hace 35 afios (Taguchi & Humphrey, 1966) y estd basado en la
eliminacién de la transferencia de oxigeno al sistema de cultivo, ya sea por interrupcién del
suministro de oxigeno o la eliminacién de la fase gaseosa. El balance de oxigeno en la fase

liquida en estado no estacionario se expresa como,

o _ ka(C' -C,)~VCO
dt (2-8)

Por la eliminacién de la transferencia de oxigeno el término k a{C*-Cp} se iguala a cero. La
disminucién del OD en el tiempo es causada por la respiracién de las células, por lo tanto, la
VCO se puede determinar directamente de la pendiente de la curva entre el OD y el 1. Debido a

que la VCO depende directamente del g, y de la concentracién de células viables (Singh, 1996),

por lo tanto la ecuacion (2-8) queda como,

s - Voo =40
dt (2_9)

Cuando se emplea éste método en cultivos en bioreactor el suministro de oxigeno es suspendido

por un tiempo limitado (kra(C*-C)=0) y el OD debe ser manteniendo en un valor mayor al nivel
critico, lo que asegura que la VCO sea constante. Después que la determinacidn ha sido realizada,
el suministro de oxigeno se reanuda. Sin embargo, ésta metodologia no brinda una medicién
continua y debe ser iniciada periédicamente a intervalos regulares. Ademds, en bioreactores la
suspension del suministro de oxigeno genera disturbios que pueden ser perjudiciales y dificulta
los esquemas computacionales de control. No obstante, los problemas mencionados pueden ser
eliminados al emplear un dispositivo externo que evite generar disturbios en el bioreactor. En éste
caso, s¢ necesitaria de un segundo electrodo y amplificador de OD (Figura 2-4). De manera
similar, ¢l empleo de un dispositivo para la medicién ex situ de la VCO, elimina los

inconvenientes discutidos anteriormente.
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[on ]| » [on]
¢ 0 (-2 + ]
Vaso

_ externo
v

Oo—0

Bioreactor

Figura 2-4. Esquema del sistema para la determinacién de la VCO basado en el método
dindmico. Implementado con un electrodo de OD o un segundo electrodo de OD insertado en un
recipiente externo.

Numerosos estudios de determinacién de la VCO se han realizado empleando el método
dindmico en cultivos de baja demanda, como son los de c€lulas animales, por ser un método
exacto, preciso, directo, confiable y versatil (van Dissel er al., 1986; Kimura ef al., 1987; Yamada
et al., 1990; Yoon & Konstantinov, 1994; Kussow et al., 1995; Eyer et al., 1995; Singh, 1996,
Jorjani & Ozturk, 1999). Para obtener una determinacién de la VCO de manera automatica y en
linea con el método dindmico, Singh (1996) purgé el cabezal del bioreactor con nitrégeno y
determiné la disminucién del OD. Aunque los datos fueron similares a los obtenidos por otros
autores, la metodologia es imprictica a escala industrial ya que el purgado requiere mucho
tiempo y el nimero de posibles determinaciones de la VCO se reducen. Asimismo, van Dissel et
al. (1986) y Kimura et al. (1987) emplearon un dispositivo externo para la determinacién de la
VCO en células humanas obteniendo resultados altamente reproducibles, utilizando una baja
concentracién de células por muestra y determinando los efectos de inhibidores metabdlicos

sobre la VCO y la velocidad especifica de crecimiento ().
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2.8 Sustratos y Metabolitos
2.8.1 Sustratos: Glucosa y Glutamina
La determinacién y caracterizacién cinética del consumo de sustratos es importante para un mejor

conocimiento del comportamiento de las células en cultivo.

Los sustratos de mayor concentracién en el cultivo de células animales son la glucosa y la
glutamina (Butler & Jenkins, 1989). Ambos sustratos proveen energia para el metabolismo y son
precursores de biomasa. El metabolismo de la glucosa provee energia a través de la glicdlisis. del
ciclo de los #cidos tricarboxilicos (TAC), de la fosforilacién oxidativa y por la via de las
pentosas. A través de ésta Gltima via se generan precursores para la sintesis de acidos nucleicos
(Zielke et al.; 1976). Se ha reportado que células proliferantes y transformadas poseen un alto
flujo de glucosa a lactato (glicdlisis aerébica), a pesar de que consumen oxigeno normalmente y

poseen enzimas mitocondriales en niveles adecuados para oxidar el piruvato. (McKeehan, 1982).

Adicionalmente, en cultivos de células Hela sin glucosa, pero suplementados con altos niveles
de uridina y citidina, se ha observado la utilizacién de los esqueletos de carbono de estas
moléculas para suplir las necesidades de las células en cultivo (Wice er al., 1981). Reportes
simijares a estos, establecieron que la glucosa no es esencial para la proliferacion y se planted la
existencia de fuentes energéticas alternas. Los aminodcidos son la fuente de carbono reducido
mis abundante después de los carbohidratos tanto, en el plasma sanguineo y en los medios de
cultivo de células de mamifero. Especificamente la glutamina es el aminodcido de mayor
proporcién en el plasma, en tejidos en general y en los medios de cultivo. Se ha establecido una
correlacién entre la actividad de las glutaminasas mitocondriales y la malignidad de los
hepatomas, lo cual ha permitido sugerir que la glutamina puede ser una importante fuente
energética de los tumores. De igual manera, se ha sugerido a la glutamina como fuente de energia
de células proliferantes normales in vivo como enterocitos, reticulocitos y en lentes epiteliales

(McKeehan, 1982).
La glutamina suministra carbono y nitrégeno para la sintesis de 4cidos nucleicos. Puede sufrir

oxidaciéon completa hasta CO; o una oxidacién parcial, denominada glutaminélisis (McKeenan,

1982), que genera moléculas de 3 y 4 carbonos como lactato, alanina o aspartato. Posiblemente,
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la glutamina entra al ciclo TAC como 2-oxoglutarato y sale de la mitocondria como malato, el
cual es convertido en el citoplasma en las moléculas mencionadas. Este proceso podria
incrementar la relaciéon de NADH/NAD en el citoplasma lo que inducirfa a Ia produccion de
lactato via glicélisis (Lanks, 1986). Se ha determinado en hibridomas murinos de linfocitos B que
la glicélisis provee el 59% de la energia y la glutaminolisis genera el 40% del total de energfa
requerida por la célula (Petch & Butler, 1994). Ademds, la glutamina es esencial para la
ransformacién linfobldstica, la diferenciacién de células plasmdéticas y la produccion de
inmunoglobulinas. Se ha planteado que la glutamina podria afectar el desarrolio del reticulo
endoplasmatico rugoso y por ende, la formacién de glucosamina-6-fosfato para la glicosilacion o

indirectamente por la activacién de células accesorias (Crawford & Cohen, 1985).

Se ha estudiado ampliamente la interaccién entre la glucosa y la glutamina en diferentes células.
En linfocitos de rata, la presencia de uno de los sustratos afecta la oxidacién del otro y viceversa.
Pero en células formadoras de colonias, la glutamina afecta el metabolismo de la glucosa pero. la

glucosa no modifica las velocidades de consumo de la glutamina (Ardawi & Newsholme, 1983).

Se ha planteado que células proliferantes normales y tumorales poseen altas velocidades
glicoliticas y glutaminoliticas, no solo para provision energética sino también para generar
precursores a altas velocidades para la sintesis de macromoléculas, cuando la proliferacion asi las

requiera (Medina & Nuiiez De Castro, 1990).

2.8.2 Metabolitos: Lactato y Glutamato

El lactato es generado por los metabolismos de la glucosa (glicdlisis) y de la glutamina
(glutamindlisis) y puede inhibir el crecimiento de células de mamifero cuando se encuentra en
altas concentraciones en el medio. Sin embargo, Patel et al. (2000) en cultivos no alimentados de
CH de SCUH mostraron que el control de pH es necesario pero no suficiente para eliminar la
inhibicidn del crecimiento celular y del metabolismo por la acidificacion del medio, e indicaron

que otros factores inhibidores no determinados participan en este efecto.

Se ha reportado que células con altas velocidades especificas de crecimiento in vivo como las CH

de SCUH, muestran altas velocidades de consumo y produccion de glucosa y lactato,
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respectivamente, a diferencia de células con velocidades especificas de crecimiento menores. Sin
embargo existen reportes contradictorios del comportamiento mencionado en cultivos de CH de
SCUH. Collins et al. (1997) encontraron una correlacién entre €l porcentaje de CFC" y la
velocidad especifica de produccién de lactato (qu.) en una amplia variedad de condiciones de
cultivo de CH de SCUH. De manera diferente Collins et al. (1998a), reportaron que las células
maduras y no las progenitoras hematopoyéticas indiferenciadas son las que generan una mayor
concentracién de lactato al medio, lo que indica que obtienen una mayor proporcién de su energia

a través de la glicélisis.

Adicionalmente, {a glutamina se descompone tanto por via quimica como enzimitica. La
descomposiciéon quimica de la glutamina genera amonio y dcido pirrolidon carboxilico. En
cambio, la degradacién enzimdtica por la presencia de glutaminasas presentes en el suero fetal
bovino adicionado al medio, produce amonio y glutamato (Ozturk & Palsson, 1990). A pesar de
ser el glutamato un metabolito importante de uno de los sustratos del cultivo de CH de SCUH
solo existe en la literatura un reporte escueto de la generacion de este metabolito en tates cultivos

(Lopez, 1999).

Aungue no existe informacién profusa del comportamiento cinético del glutamato en CH de
SCUH, éste ha sido ampliamente estudiado como un neurotransmisor de excitacion en el sistema
nervioso central (SNC). También se ha descubierto que el glutamato funciona como una
molécula de senalizacidon en varios tejidos del cuerpo diferentes al SNC, como en hueso,
queratocitos de piel, células B del péncreas y en megacaridcitos de MO (Skerry & Genever,
2001). La expresion de receptores para glutamato y otros componentes de las sinapsis sugieren
una funcién paracrina del glutamato. De igual manera, se ha reportado la existencia de un
transportador de glutamato en hueso y la expresién de diferentes subtipos de receptores de
glutamato en osteoclastos y osteoblastos (Chenu er al., 1998). Lo anterior ha permitido plantear a
algunos autores, que el glutarato podria ser un importante regulador local de ias funciones dseas.
Ademds, se han identificado estructuras similares a nervios que poseen glutamato y corren
adyacentes a las trabéculas del hueso en la vecindad de las células hematopoyéticas y de los
ostocitos, lo que ha permitido sugerir la existencia de una inervacién glutamatonérgica en el

hueso (Serre et al., 1999).
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Unido a lo anterior, se ha reportado actividad de receptores de glutamato durante la
diferenciacion celular de osteoblastos. Lo cual es una evidencia de la intervencion del glutamato
en la sefializacién intracelular del hueso (Skerry & Genever, 2001). Adicionalmente, se ha
determinado en megacariécitos altos niveles de expresion del receptor de glutamato, identificado
con el agonista de glutamato NMDA (N-metil-D-aspartato). Este receptor, podria estar
involucrado en la regulacién de la actividad y agregacién plaquetaria, ya que se han encontrado

receptores NMDA funcionales en plaquetas (Genever et al., 1999; Franconi, 2000},
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el planteamiento de la SCUH como una fuente rica de CH, se han disenado y realizado
diversas investigaciones y procedimientos clinicos, que han corroborado la potenciabilidad de
esta sangre para el restablecimiento del proceso hematopoyético en individuos con diversas
enfermedades hematoldgicas o inmunosuprimidos. Experimentos efectuados por grupos
multidisciplinarios de investigadores como, médicos, hemat6logos, bidlogos, bioingenieros, etc,
han permitidos conocer y establecer metodologias para la identificacion de los diferentes grupos
celulares y estados de diferenciacion, para la recoleccidn, almacenamiento y el cultivo in vitro de

éstas.

La realizacién de cultivos in vitro ha brindado una alternativa para incrementar las
concentraciones de células necesarias para el transplante en individuos adultos, aunque los costos
de experimentacién son altos por el empleo de citocinas recombinantes. La implementacion de
pardmetros ingenieriles en éstos cultivos y el empleo de sistemas de cultivo como son los
birreactores, abrié nuevas y prometedoras posibilidades del escalamiento ascendente de las
expansiones in vitro y por ende de la obtencién de mayores concentraciones celulares. Los
birreactores, a diferencia de los sistemas tradicionales de cultivo de células animales como son,
las placas multipozo, frascos T, etc, pueden ser escalables, monitoreados y controlados de manera
computacional. Algunos investigadores como Palsson et al. (1993), Koller et al. (1993), Oh et al.
(1994), Sandstrom et al. (1996), Koller et al. (1998) y Kim (1998), entre otros, han realizado
cultivos en bioreactores de perfusién o agitados lo que les ha permitido obtener importantes
expansiones celulares. Sin embargo, la implementacién y ejecucidn de estos cultivos es atin

incipiente en México.

El laboratorio del Dr. Tonatiuh Ramirez es pionero en el area de expansién de CH de SCUH
empleando pardmetros y estrategias bioingenieriles en México. Entre los aportes del grupo se
encuentra el establecimiento de las metodologias para la recoleccion de la SCUH, para la

realizacién de los cultivos tipo Dexter y de los ensayos clonogénicos (Lopez, 1999). Ademds
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Lépez (1999), realizé una caracterizacién cinética del comportamiento celular a diferentes
concentraciones iniciales de sustratos, metabolitos y FBS. De manera similar De Leén (1999),
diseii6, construyé y caracterizé un pequeiio birreactor para cultivos lote y en condiciones agitadas
de CH de SCUH. Aunque De Ledn, realizd algunos cultivos exitosos en éste bioreactor, se
evidencié la necesidad de profundizar en algunos aspectos del conocimiento de estas células, para
generar informacién mds amplia del comportamiento metabdlico y celular de éstas.
Adicionalmente éste autor, encontrd en cultivos a 20% y 10% de OD una relacién creciente entre
la VCO (medida con el método de fase liquida en estado estacionario) y la concentracién de
progenitores totales. Esta relacién detectada de manera similar por Collins et al. (1998) en
cultivos a 50% de OD, es de empleo potencial para la deteccién rdpida y segura de la
concentracién maxima de progenitores totales y, una herramienta util para inferir la edad de
cultivo y por ende ¢l tiempo apropiado para cosecharlo. Ademds De Ledn, con la ayuda de un
dispositivo no esterilizable, midié la VCO ex situ de estas células. Sin embargo, al no ser

esterilizable el dispositivo mencionado, podria arrojar informacion erronea.

Ante la ya conocida utilidad de la determinacién de la VCO en cultivos in vitro, la adicional
potencialidad reportada de éste pardmetro en cultivos de CH de SCUH, los previos ensayos de De
Ledn (1999) en la determinacioén de la VCO ex situ y los altos costos de experimentacion, se
planteé para el presente trabajo, el disefio, construccion y uso de un dispositivo para la medicién
de la VCO ex situ que utilizard el menor volumen de medio de cultivo posible. Esie pequefio
dispositivo posee como caracteristicas conspicuas el de ser esterilizable y que permite la
calibracidn sistemdtica y en condiciones estériles del electrodo de OD. Un equipo con las
anteriores cualidades permitird en el futuro, la realizacion de diversos ensayos experimentales a
diferentes condiciones de cultivo y con la utilidad de poder determinar bajo esas condiciones, un
pardimetro importante como es la VCO, empleando poco volumen de medio de cultivo y

citocipas.

Como se ha mencionado, los altos costos de experimentacién hacen imperioso la implementacién
de estrategias experimentales con bajo consumo de medio de cultivo. De ahi que, se plantee para
el presente proyecto, un sencillo modelo experimental de cultivo a condiciones estiticas que

permita determinar las cinéticas de las diversas poblaciones celulares hematopoyéticas y de los
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sustratos y metabolitos. De estd manera se pretende ahondar en el conocimiento del
comportamiento de un modelo bioldgico complejo, heterogéneo, multifactorial y aiin, en muchos

aspectos, desconocido.
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4 OBJETIVOS

4.1 General

Caracterizar las poblaciones celulares y el metabolismo bisico de cultivos in vitro de células
hematopoyéticas (CH) de sangre de cordén umbilical humano (SCUH), realizados a condiciones
estaticas, mediante la determinacién de las cinéticas de crecimiento, consumo de sustratos

principales y produccion de desechos metabdlicos principales.

4.2 Especificos

Determinar las cinéticas de crecimiento (concentracién y viabilidad) de células mononucleares,
de progenitores hematopoyéticos y de células adherentes en cultivos lote a condiciones estaticas y

realizados en diferentes recipientes de cultivo.

Disefiar y elaborar un dispositivo para la determinacién ex sifu de la velocidad de consumo de

oxigeno de CH de SCUH.

Determinar las cinéticas de consumo de sustratos (oxigeno, glucosa y glutamina) y la produccién

de metabolitos (lactato, glutamato).
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Recoleccion de la sangre de cordon umbilical
Las muestras fueron donadas por la Unidad de Gineco Obstetricia del Hospital Regional Familiar

No.1 del IMSS — Cuernavaca y los doctores gineco obstétras Lourdes Ortiz Rodriguez, Carlos
Navarro Milld y Fernando Martinez Gonzilez. Las muestras fueron recolectadas siguiendo el
procedimiento descrito en Lopez (1999) e inmediatamente después de ser cortado el cordén
umbilical y retirado el recién nacido. La recoleccion de la sangre se efectué por gravedad del

cordén umbilical unido a la placenta, antes del desprendimiento de ésta.

5.2 Procesamiento para obtencién de células mononucleares (MN)
El siguiente protocolo fue realizado en cada una de las muestras de SCUH recolectadas. Se

centrifugd la sangre a 200 g durante 15 minutos. La interfase formada (“buffy coat™) se extrajd
para obtener las células MN, entre las cuales se encuentran los progenitores hematopoyéticos en
diferentes estados de diferenciacion celular. A este paquete celular se le afiadié | ml de solucién
salina de fosfatos pH 7.2 (PBS: 0.21 g/l KH;PO4, 9.0 g/l NaCl, 0.726 g/l Na,HPOy) y se
determiné la concentracién de células totales y células viables en un hematocitdémetro, mediante
dilucién 1:10 con solucién de Turck (3% C,H40;) y con Azul de Tripano (8% Solucién azul de
tripano T-8154 SIGMA), réspectivamente. Para eliminar los eritrocitos remanentes en el “buffy
coat”, se realizé un gradiente con Ficoll Paque Plus (17-1440-02 Pharmacia Biotech). Para
realizar éste, en un tubo estéril se colocaron 4 ml de PBS y de 3 a7 ml de Ficoll-Paque Plus por
cada 60 x 10° cél MN. Posteriormente, se centrifugé a 400 g durante 22 a 30 minutos. El

gradiente obtenido se observa en la figura (5-1).
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Figura 5-1. Gradiente obtenido con Ficoll-Paque Plus

La capa inmediatamente superior al Ficoll se extrajd, la cual contiene las células MN. Luego se le
afiadieron 12 ml de PBS y se centrifugaron a 150 g durante 7 min., repitiéndose tal operacion en
dos ocasiones. El paquete celular con células MN obtenido del altimo lavado, se resuspendié con
| ml de medio Dulbecco modificado por Iscove (IMDM, 17633 SIGMA) y suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, 16000-044, Gibco BRL).

5.3 Cultivos de colonias de progenitores hematopoyéticos (ensayos
clonogénicos)
Para determinar la concentracion y el tipo de progenitores presentes en un tiempo determinado

del cultivo se realizaron cultivos en medio basado en metil celulosa (MethoCult, GF H4434,
StemCell Technologies Inc.). El MethoCult permite que la progenie clonal de una simple célula
progenitora no se disperse, facilitando su identificacién. Ademas, por estar suplementado con
citocinas se maximiza el crecimiento y la diferenciacion de los progenitores y de su progenie
clonal. Se tomaron 3 x 10 0 5 x 10" células MN y se adicionaron a 1 ml de medio MethoCult. La
suspension celular se agité para homogenizar las c€lulas en el MethoCult, se sembré en cajas de

petri de 35 mm de diametro (3035 Costar) y se incubé a 37 °C y 5% CO; durante 14 a 17 dias.
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Figura 5-2. Progenitores hematopoyéticos determinados a diferentes edades del cultivo
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Transcurrido el tiempo mencionado, con base en las descripciones de diferentes autores (Eaves &
Lambie, 1995; Mayani er al., 1998; Lépez, 1999) y empleando un miscroscopio invertido, se
determinaron los progenitores hematopoyéticos. La figura (5-2) muestra los progenitores

hematopoyéticos tipicos obtenidos.

5.4 Cultivos estaticos
Se empleé como medio de cultivo IMDM suplementado con 10% (v/v) de SFB, 1% (v/v) de

solucién antibidtica y antimicética (A5955 SIGMA, 10000 U/ml penicilina, 10 mg/ml
estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina B). Ademds fue suplementado con las siguientes
citocinas, en concentraciones similares a las empleadas por De Ledn (1999a): 3 ng/ml
interleucina 3 (IL-3, G5531 Promega), 3 ng/ml interleucina 6 (IL-6, G5541 Promega), 8 ng/ml
factor de crecimiento de células tallo humanas (SCGF, 100-22 Peprotech), 0.5 ng/ml factor
estimulante de colonias granulociticas monociticas (GM-CSF, 5429 Probiomed) y 1.5 ng/ml

eritropoyetina humana recombinante (EPO, 5235 Probiomed).

Se realizaron cultivos en placas multipozo de 24 pozos (3524 Costar), frascos T de 25 cm’ (3055
Costar), frascos T de 75 cm’ (3075 Costar) y cajas petri de 35 mm de didmetro (3035 Costar) con
diferentes voldmenes de medio y a un inoculo de 2 x 10° células MN/ml (Tabla 5-1). Los

recipientes fueron incubados a 37 °C con una atmésfera de 5% de CO,

Tabla 5-1. Volumen de medio de cultivo empleado en los distintos recipientes

Volumen
Recipiente n
(ml)
Placa multipozo 1.0 8
Frasco T 25 cm? 12.0
Frasco T 75 cm? 30.0 16
Caja petri 4.0 4
Caja petri ° 2.5 4

n: ndmero de cultivos {muestras) realizados en el sistema. *: Volumen 4.0 ml. ® Volumen 2.5 ml
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5.5 Obtencion de células adherentes
Se empleé la técnica descrita en Lopez (1999) para 3 de las muestras. Sin embargo en 10

muestras, con el objeto de aumentar la recuperacién de las céiulas adherentes, se utilizé la técnica
mencionada pero realizando la incubacién con tripsina-EDTA (25300-062, Gibco BRL) durante
10 minutos y su inactivacién con FBS, en 3 ocasiones consecutivas. En contraste con la
metodologia indicada, en la cual solo se realizé una incubacién con Tripsina-EDTA. Las células
fueron retiradas con un raspador (3010 Costar) durante cada ciclo de incubacién/inactivacion vy,
se colectaron en un tubo estéril. Posteriormente, se centrifugaron a 150 g durante 5 minutos para
remover la tripsina. Luego, se cuantificaron las células MN y se realizaron ensayos clonogénicos,

sigutendo la metodologia descrita anteriormente.

5.6 Descripcion de la cimara (respirémetro) disefiada para la determinacion

de la velocidad de consumo de oxigeno ex situ
Un recipiente de vidrio con 4 ml de capacidad y con una salida lateral se acopl6, mediante un

conector de acero, a un electrodo polarogrifico (Ingold, 12 x 320 mm) de medicion de OD
(Figura 5-3 y 5-4). Para realizar las determinaciones de la VCO a diferentes edades de los
cultivos realizados en cajas petri, se tomé todo el medio de una caja y se coloco en la cimara de

vidro mencionada.

El disefio de la cdmara asegurd la total eliminacion de la fase gaseosa permitiéndo la
determinacion de la VCO por el método dinamico (Ver ecuacién 2-9), tal y como se expusd en
Antecedentes. Ademads, el disefio del dispositivo permite que éste sea esterilizado y el electrodo
de OD calibrado, para cada determinacién de la VCO. El oxigeno disuelto se reportd como
porcentaje de saturacién con respecto al aire en agua a 37 °C y la senial del electrodo se amplifico
mediante un amplificador (170% aire Ingold) y se adquirié en un computador Macintosh LC a
través de convertidores andlogos/digitales (A/D) de una tarjeta de interfase 411 (GW
Instruments). Detalles del sistema de adquisicién de datos se han descrito anteriormente (Aguila

et al., 1993).
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Figura 5-3.Respirémetro disefiado y empleado para las determinaciones ex sifu de VCO
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Figura 5-4. Esquema del respirémetro disenado y empleado para las determinaciones ex
situ de VCO.
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5.7 Determinacion del consumo de oxigeno por el electrodo
Segiin el principio electroquimico de la medicion del OD cuando se aplica un potencial entre dos

electrodos inmersos en una solucidn salina diluida, el oxigeno es reducido. Las reacciones para el
citodo de platino y para el dnodo de plata se muestran en las ecuaciones (5-1) y (5-2)
respectivamente, en donde se observa el consumo de oxigeno por el ctodo durante la reaccion
gquimica (Kilburn, 1990}
0,+2H,0+4e - 40H (5-1)
4Ag+4CI — 4AgCl+ de (5-2)
De acuerdo con lo anterior, para determinar el consumo de oxigeno por el catodo se utilizd el

mismo procedimiento descrito en el punto anterior en medio con SFB 10%, pero en este caso no

se le adicionaron células.

5.8 Determinacion de la velocidad de consumo de oxigeno de hibridomas
Para corroborar los resultados de la VCO de las CH de SCUH obtenidos con el respirdmetro se

utilizé como modelo experimentat la linea de hibridomas BCF-2 (Zamudio er al., 1992) cuya
VCO esta ampliamente reportada. Esta linea se emple6 para realizar diferentes ensayos durante

las determinaciones de VCO ex situ.

Para tener una idea de la posible ubicacidn de las células dentro del dispositivo, se calculd el
tiempo necesario para que las células se sedimentaran en éste. Se utilizaron los conceptos de
velocidad terminal para calcular e} tiempo maximo requerido para la sedimentacién de éstas y
especificamente, se utilizé la metodologia sugerida en Wilson et al. (1992) para realizar tales
calculos (Ver Apéndice A). La velocidad terminal obtenida fue de 1.5 um/s (calculada para un
didmetro 18 um correspondiente a los proeritroblastos y a los hibridomas, una densidad (p) de
particula de 1.0144 g/cm3, un factor de forma de 0.26 correspondiente a particulas de forma
irregular y viscosidad cinemdtica (W/p) de 1.0 X 10 m%s) y considerando que la altura del medio
en el respirémetro fue de 1.5 cm, se determiné que el tiempo mdximo en que las particulas

(células) llegaban al fondo del respirémetro fue de aproximadamente de 20 minutos.
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Sabiendo que las células se sedimentan en la base del respirdmetro a 20 minutos maximo, se
realizaron determinaciones de VCO colocando el electrodo dentro del respirémetro a 10 mm y a

1.0 mm de la base del respirémetro y con agitacién a 30 rpm con un magneto de 7 mm x 2 mm.

Adicionalmente, se determiné el efecto de la agitacion sobre la viabilidad al comparar la
viabilidad celular cuantificada al final del procedimiento con los valores contabilizados de éste

pardmetro al inicio del procedimiento.

5.9 Meétodos analiticos

5.9.1 Cuantificacion de células mononucleares y células viables

Como se menciond anteriormente, para la contabilizacidn de células mononucleares se diluyé la
suspensién célular en solucion de Turck a una concentraci6n de 1:10 para lisar los eritrocitos. y el
conteo de células se realizé en hematocitémetro de Neubauer. La viabilidad se determind
empleando el colorante azul de tripano como diluyente de la suspensién de células MN (1:10) ya
que, las células viables excluyen el colorante mientras que las células no viables se tifien de azul

(Huerta, 2000; Butler, 1990).

5.9.2 Determinacion de glucosa, glutamina, lactato y glutamato
Las concentraciones de glucosa, glutamina, glutamato y lactato fueron determinadas mediante un

analizador bioguimico YSI (2700 Select, Yellow Springs Instrument Co., Inc.). El analizador
emplea membranas con oxidasas inmovilizadas especificas para los distintos metabolitos. El
producto de la reaccién enzimdtica es el peréxido de hidrogeno, el cual es electroquimicamente
oxidado en el anodo del equipo, generando una sefial eléctrica. La sefial eléctrica generada es
proporcional a la concentracién de peréxido de hidrégeno y por lo tanto a la concentracién del

sustrato ¢ metabolito analizado.

Todas las determinaciones son directas exceptiando la de la glutamina, la cual es convertida a
glutamato mediante la glutaminasa y posteriormente a peroxido de hidrégeno mediante la L-
glutamato oxidasa. En la determinacién simultdnea de L-glutamina y L-glutamato en el YSI la
concentracién de L-glutamina es estequiométricamente igual a la concentracién de L-glutamato

total (el presente inicialmente en la muestra mas e! generado a partir de la L-glutamina por la
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accién de la glutaminasa) menos la concentracién de L-glutamato presente inicialmente en la

muestra (Villasefior, 1998).

5.10 Parametros cinéticos

5.10.1 Determinacién de la velocidad especifica de crecimiento
La velocidad especifica de crecimiento (1) se refiere a la velocidad de crecimiento por célula,

determinada durante la fase de crecimiento exponencial del cultivo donde se considera constante.

La i se calculd de acuerdo con la ecuacién (5-3).

X
In— =t
Xo '
(5-3)
u: Obtenida de la pendiente de la recta In x/x, contra tiempo
X Concentracion celular en el tiempo i en la fase exponencial
x,:  Concentracién celular en el tiempo cero del cultivo

5.10.2 Proliferacién celular
Es el nimero de células totales producidas y diferenciadas a partir de una célula (Mayani &

Lansdorp, 1998). Se calculé segin la ecuacién (5-4),

Proliferacién = Zmir
o (5-4)

Xuie: Concentracion maxima de células MN detectada en el cultivo

Xyt Concentracidn de células MN inicial

5.10.3 Expansion celular
Es el nimero total de progenitores generados a partir de un progenitor (Mayani & Lansdorp,

1998). En el presente trabajo se determind la expansién mdxima del cultivo, la cual se calculé

segln la ecuacion (5-5),

CF U nekx

Expansion = -
P CFU, (5-3)
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CFU 4 Concentracién mdxima de Unidades Formadoras de Colonias detectada en el
cultivo
CFU,: Concentracion inicial de Unidades Formadoras de Colonias de Progenitores

5.10.4 Velocidad especifica del consumo o produccion de sustratos o productos ( ;)
El consumo o la produccién especifica de sustratos o productos respectivamente se calculé a

partir de la concentracién de sustratos o metabolitos obtenidos durante la fase exponencial

siguiendo la ecuacién (5-6),

¢ == (5-6)
qgi. Consumo especifico del sustrato i o produccién especifica del producto ¢
AYH Concentracion de sustrato { 0 producto i
X Promedio concentracién de células MN en el tiempo i

t: Tiempo

5.10.5 Consumo de glutamina
En estudios metabdlicos del cultivo in vitro de células de mamifero es importante tener en cuenta

la descomposicion quimica de la glutamina. La degradacién quimica depende de varios factores
como son, la concentracién inicial de glutamina, el inoculo y las velocidades de crecimiento y de
descomposicién. Se ha demostrado que ignorar esta descomposicién puede generar un error del
200% al 300% en la determinacién del consumo especifico de la glutamina (Ozturk & Palsson,

1990).

Para determinar las velocidades especificas de consumo de glutamina, se empleo la ecuacién (5-
7) planteada por Ozturk & Palsson (1990),

o _ (1 o) BI=1)=BU=BO-7)" ).
% B(1-7)-BO-)" .

Donde. ga €s la velocidad especifica de consumo de glutamina real y qgn’ es la velocidad

especifica de consumo de glutamina aparente. Esta dltima, representa la pendiente de la regresion
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lineal obtenida al graficar la concentracion de glutamina vs concentracién celular, durante la fase
exponencial. El cociente entre las dos entidades mencionadas indica el error introducido por
ignorar la descomposiciéon de la glutamina. Este cociente es gobernado por tres parimetros

adimensionales como son, &, B y v. La representacién numérica de estos pardmetros es:

K _plGn}, _ [GIn]
> [ P 9onX" Y [Gin], (5-8)

Donde, la constante k de descomposicion de la glutamina y es calculada de acuerdo con la
ecuacion (5-9), [Gln]y, es la concentracién inicial de glutamina, X’ es el inoculo y, [GIn] es la
concentracién de glutamina remanente al final de la fase exponencial.

Ink =a+bpH (5-9)
Donde, a y b son coeficientes calculados por los autores mencionados de acuerdo con el tipo de

medio de cultivo empleado en los cultivos.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracteristicas de las muestras
Se procesaron 37 muestras de sangre de cordén umbilical, 18 producto de cesdrea y 19 de parto

natural. La tabla (6-1) retine el volumen obtenido, las concentracién de células MN no

fraccionadas (buffy coat) y fraccionadas, en los diferentes fases del procedimiento.

Tabla 6-1. Concentraciéon de células en las distintas fases de procedimiento. mediana
(rango)

Células no Células
Volumen fraccionadas Fraccionadas Recuperacion
Tipo de parto Recole;:mdo “Buffy coat”  “Célulasmononucleares” (%)
(ml) (x106/m[*) (x!Oﬁ/mI*)
Naturales y Ceséireas
(n=37) 30(9y48) 4.5¢(03y 18.9) 0.8 (0.04 y 3.1) 30(9y48)
Naturales (n=19) 309y 40) 83(03y 144 09(02y3.1H) 30 (9 v 40)
Cesdreas (n=18) 35 (30 y 48) 2.1 (0.8y 18.9) 0.4(004y24) 35(30y 48)

Se informa en las columnas 1a mediana y entre paréntesis el valor minimo y miximo de los datos de cada categoria.
*
n: nimero de muestras. ml : mililitros de sangre recolectada

Los volimenes obtenidos fueron suficientes para obtener el nimero de células requeridos para los
experimentos de éste proyecto, sin embargo menores a los reportados por otros autores. Los
volumenes de la SCU reportados varfan en un intervalo de 4 a 200 ml, tal y como lo han expuesto
Broxmeyer et al. (1989), Lépez (1999) y Belvedere et ai. (2000), entre otros, quienes obtuvieron
563 = 2.4 ml; 39.8 + 89 ml y 46.7 + 25.6 ml, respectivamente. Estos autores emplearon el
mismo método de recoleccion de SC, que fue por gravedad del cordén umbilical del extremo de
la madre previo al alumbramiento (desprendimiento) de la placenta. Segin Donaldson et al.
(1999) las variaciones reportadas dependen de distintos factores obstétricos que influyen en el
rendimiento de la coleccién final, como son, el tiempo de gestacién, peso del infante, tiempo
entre el parto y el pinzado del cordén, longitud del corddn, posicion del pinzado y nivel del recién
nacido con respecto a la placenta antes y en el momento del pinzado. El nimero de células no

fraccionadas por ml de sangre recolectada fue similar al reportado por Lépez (1999) vy, 1.3 veces

43



Resultados y Discusion

mayor que el reportado por Broxmeyer ef al. (1989). El porcentaje de recuperacion de células
fraccionadas (24.7% =+ 19.0) fue 1.6 veces menor que el reportado por Lopez (1999) y 1.6 veces
mayor que el obtenido por Broxmeyer et al., (1989), respectivamente. Estas diferencias podrian
ser generadas por la concentracién y la variante de Ficoll empleado (Hypaque/Plague), la
realizacién o no de los lavados con PBS y la solucién empleada para la resuspensién de las
células extraidas. Sin embargo, Broxmeyer et al. (1989) no especificaron la concentracion de
Ficoll empleada, ni la realizacién de lavados, ni la solucién utilizada para resuspender las c€lulas
de interés. No obstante, existi¢ diferencia entre la concentracién de Ficoll empleada en el
presente trabajo y en el de Lopez (1999). Esta diferencia, podria ser la causa de los distintos

porcentajes de recuperacion determinados en ambos estudios.

Adicionalmente en la tabla (6-1), se observa la obtencién de una mayor concentracion de las
células no fraccionadas de los partos naturales que de los partos de cesdrea. Estas diferencias de
concentracién celular puede estar intimamente ligada con los planteamientos anteriormente

mencionados.

6.2 Caracteristicas de las células hematopoyéticas de SCUH
Como se observa en la figura (6-1), la determinacion del tipo de progenitores presentes en ¢l dia

de siembra (dfa = 0) de la muestra fueron muy similares a los obtenidos por Lépez (1999).
diferentes a los reportados por Broxmeyer ef al. (1989) y con diferencias en el nimero de CFU-G
y CFU-GM con los datos reportados por Mayani & Lansdorp (1998). Las diferencias observadas
entre los resultados reportados por los mencionados autores, estdn muy relacionadas con las
diferencias entre el medio y las citocinas utilizadas para la realizacién de los ensayos
clonogénicos. Como lo han demostrado Broxmeyer ef al. (1989) la deteccidn de progenitores

hematopoyéticos depende de la combinacién de citocinas usada para los ensayos clonogénicos.
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CFU- GEMM

CFU-G
5.4+3. 0% 5. 8+4. 9%

CFU- M
21.2+45. 3%

CFU- GM
7.326. | %
BFU-E
59.8+9. 2%
CFU-E
0.6x£2. 0%

Figura 6-1. Porcentaje de progenitores hematopoyéticos de muestras de SCU en el dia de
siembra de los cultivos (dia = 0). n=37

El planteamiento anterior se corrobora con la alta similitud de los resultados de este proyecto con
los expuestos por Lépez (1999), debido a que los ensayos clondgenicos que se realizaron en el
presente trabajo, siguieron el mismo protocolo que el del autor mencionado. De €sta manera, se
puede suponer que las concentraciones de progenitores hematopoyéticos reportados, serian las
tipicas obtenidas de sangre de cordon umbilical de neonatos de mujeres mexicanas que asisten al
centro de salud empleado en ambos estudios, siguiendo los mismos protocolos de recoleccién de
muestra y de realizacién de ensayos clonogénicos. Sin embargo, estas concentraciones podrian

variar al cambiar los protocolos mencionados y la poblacién de donantes de la SCUH.

6.3 Determinacién del consumo de oxigeno por el electrodo de oxigeno

disuelto
Como se observa en la figura (6-2) se corrobor6 el bajo consumo de oxigeno por el electrodo y se

definié el tiempo 6ptimo para la determinacién de la VCO medida ex situ con la cidmara
elaborada. Después de 60 minutos de estar adquiriendo datos se obtuvo una sefial relativamente
estable. Como se puede observar al comienzo de la lectura se obtuvo un aumento del OD, muy

relacionado con una temperatura menor del medio, el cual fue calentdndose gracias al bafio de
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agua en el cual estaba inmerso. Para garantizar que la disminucién det OD correspondia a la
respiracion celular y no a cambios en la temperatura, se decidié esperar 60 minutos antes de

realizar las mediciones.

98

96 1+

94 1

Oxigeno Disuelto, OD (%)

Tiempo (h)

Figura 6-2. Comportamiento del OD con respecto al tiempo en medio IMDM+10%SFB sin
células determinado en el respirémetro.

6.4 Determinacién de la velocidad de consumo de oxigeno de la linea BCF-2

de hibridomas
Como se establecié en Materiales y Métodos, se empled la linea de hibridomas BCF-2 para

corroborar los valores de VCO obtenidos con el respirémetro disefiado, dada la abundancia de
reportes que existen al respecto en la literatura. A continuacién se mencionan los resultados

obtenidos.

Como se menciond, el tiempo méaximo de sedimentacién calculado de las células dentro del
respirémetro fue menor al tiempo empleado para realizar las determinaciones ex situ. Este
resultado permitié conocer que las células se encontraban sedimentadas en el fondo del recipiente

al momento de determinar la VCO y no suspendidas y cercanas a la membrana de! electrodo de

OD.
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6.4.1 Efectos posicién del electrodoe en el dispositivo
Se puede observar en la tabla (6-2) que no se obtuvieron diferencias en la qo, de hibridomas al

cambiar ¢l electrodo de posicién dentro de la cdmara y los valores fueron menores a los
reportados por otros autores (Ramirez & Mutharasan, 1992). Estos resultados podrian estar
relacionados con el tamaiio de la capa limite formada en el electrodo o por la no homogenizacion
del medio. Lo anterior, planteé la necesidad de agitar durante las determinaciones de la VCO.

Adicionalmente, se cuantificé el efecto de la agitacién sobre la viabilidad celular y la qo,.

Tabla 6-2. Efecto de diferentes posiciones del electrodo en el dispositivo sobre la qo, de

hibridomas
Condicion qo, (mmoles/cél/h)
Electrodo a 1.0 mm de! fondo 3.18x 10T a7.5x 107"
Electrodo a 10.0 mm del fondo 447 x 10"

6.4.2 Efectos de la agitacion durante las determinaciones ex situ de la VCO
Se calculé que durante las determinaciones de VCO ex situ sin agitacién la viabilidad disminuy6

0.41%/h. Mientras que, con agitacién la viabilidad disminuyé 1.96%/M, cantidad que es
insignificante para tiempos tan cortos. Los resultados obtenidos permitieron establecer que

durante las determinaciones de VCO ex situ con agitacion la qo, aumentd 2.2 veces con respecto

a los valores determinados sin agitacién. Es importante destacar que la aplicacidon de la agitacion

permitié registrar una VCO y una qo, comparables a los reportados por otros autores (Ramirez &
Mutharasan, 1990), quienes obtuvieron la qo, variando en el intervalo de 3.3 x 10%a3.7x 10"

mmolesOa/cél/h.

Los resultados anteriores, indican la importancia de agitar a 30 rpm durante las determinaciones
de VCO ex situ para homogenizar el medio en el respirdmetro, suspender las células para
acercarlas a la superficie de la membrana del electrodo y disminuir la capa limite que se forma en
el electrodo de OD. Con esto se logré obtener registros verdaderos del cambio de OD en el medio

y sin una disminucién importante de la viabilidad celular.

47




Resultados y Discusion

6.5 Determinacién de la velocidad de consumo de oxigeno de las CH de
SCUH

Los resultados de la qo, obtenidos de los hibridomas permitieron establecer ta pertinencia de la

metodologia para determinar ex sifu la VCO. Antes de comentar los resultados obtenidos de
VCO, es importante resaltar que en el presente trabajo, se supone que no hubo un efecto
importante sobre la viabilidad de las CH de SCUH por retirarlas de su recipiente de cultivo y

colocarlas delicadamente en el respirometro.

La tabla (6-3) redne el intervalo de veces de incremento o disminucién de cada uno de los
pardmetros evaluados durante la determinacién de la VCO ex sifu de CH de SCUH con agitacién
de 30 rpm con respecto a los valores de estos pardmetros obtenidos durante la determinacidn sin

agitacion.

Tabla 6-3. Efecto sobre la viabilidad, la VCO y la qo, de CH de SCUH al agitar durante la
determinacién de la VCO ex situ.

Viabilidad VCO qo,
(Ye/h) (mmoles/l/h) (mmoles/i/h)
Disminuy6 Aumentd Aumentd
0.39 a 2.39 veces 0.33 a 1.27 veces 0.5a 1.5 veces

Como se observa en la tabla (6-3), la viabilidad de las CH disminuyd en un intervalo de 0.39 a
2.39 %/h veces con respecto a la viabilidad cuantificada en las determinaciones de VCO sin
agitacion. Es importante destacar que la viabilidad de las CH de SCUH durante la determinacién
de la VCO ex sinu sin agitacion disminuyd en un intervalo de 0.25 a 10.03 % /h, de tal manera, la
maxima disminucién de la viabilidad durante las determinaciones de VCO con agitacién fue de
24 %/h, para una de las muestras. De acuerdo con los resultados obtenidos de VCO y de
disminucion de viabilidad por la agitacion, se plantea que en la determinacién de la VCO ex situ
fa agitacion puede ser de 30 rpm. Posiblemente, aunque no se realizé en este proyecto,
agitaciones superiores a 30 rpm generarfan una mayor disminucién de la viabilidad y por ende, de

las células presentes durante la determinacidn, produciendo errores en la medicidn.
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Adicionalmente en la tabla (6-3), se muestra que la determinacién de la VCO con agitacion

permitié obtener valores de qo, en el intervalo de 0.5 a 1.5 veces mayores a los qo, obtenidos sin

agitacién. Como se expuso anteriormente, esta diferencia posiblemente se deba a los cambios
originados en la capa limite formada sobre la superficie de la membrana del electrodo. En la fase
exponencial del crecimiento de los progenitores hematopoyéticos totales se obtuvieron valores de

qo, en el intervalo de 3.17 x 10" a 1.13 x 10" mmolesO4/cél/h, los cuales son muy similares a

los reportados por otros autores en diferentes sistemas de cultivo y empleando otros métodos de
determinacién de VCO, como se muestra en la tabla (6-4) (De Ledn, 1999; Collins et al., 1998a;

Peng & Palsson, 1996).

Tabla 6-4. Comparacion de distintos valores de q,, de CH de SCUH reportados por
diferentes autores

q0
Tipo de cultivo ? Método Referencia
(mmoles/célth)

Caja petri 3.17x 10 a1.13x 1077 Dinédmico Presente trabajo
4.30x10"'° (CFCH Fase liquida en estado

Bioreactor 0 i De Leon, 1999
0.57x107" (CFC") estacionario

. o Fase liquida en estado
Bioreactor 1.70x107 " a 1.20x10° Collins er al., 19984

estacionario

3.8x10°"" (Adherentes)
Placa 6 pozos » Dindmico Peng & Palsson, 1996
2.50x 10" (No adherentes)

6.6 Relacion creciente entre los progenitores totales y la VCO
Los resultados obtenidos durante las determinaciones ex situ de la VCO permitieron establecer

que el mayor valor de VCO se presentd cuando se detecté la mayor poblacién de progenitores
totales (Figura 6-3), tales resultados concuerdan con lo reportado por Collins et al., (1998a) y De
Ledn, (1999). Esta relacién puede ser una herramienta potencial para detectar los progenitores
totales en poco tiempo y en poco volumen de medio, en contraste con los 14 dias necesarios para
obtener la informacién del nimero de progenitores empleando la técnica convencional con medio

basado en metilcelulosa.
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Es importante destacar que la mdxima VCO determinada no coincide con la mdxima
proliferacién de células mononucleares, lo que permite asegurar que las maximas VCO fueron
determinadas en los tiempos de mayor nimero de progenitores hematopoyéticos totales, ya que
las méximas concentraciones de células MN y de progenitores totales se presentaron a diferentes
edades de cultivo (Figura 5-4). Es importante resaltar, que la relacién creciente planteada entre
los progenitores totales y la VCO es valida solamente durante la fase exponencial, en los
primeros dias de cultivo a las condiciones realizadas en éste trabajo. Como se observa en la
(Figura 6-4), a una mayor edad de cultivo se registraron valores altos de VCO, a un tiempo en
que no se detectaron progenitores hematopoyéticos. Posiblemente a esa edad de cultivo se
desarrollaron formas celulares, como macréfagos, que consumen oxigeno a una VCO mayor que

la de los progenitores hematopoyéticos.

6.7 Velocidades especificas de consumo de oxigeno de las diferentes

poblaciones celulares
En el cultivo hay una multiplicidad de formas celulares y estados de diferenciacion, con

diferencias no solo morfolégicas sino también fisiolégicas que implican distintos estados y
velocidades metabdlicas, en donde cada célula consume oxigeno a diferentes velocidades. Para
discernir un poco més y obtener informacion de los diversos niveles de respiracion, se retomé el

modelo bipoblacional planteado por Collins et al. (1998) y De Leén (1999) para la determinacién

de las q,, de la poblacién formada por las células formadoras de progenitores (CFC™) y la

formada por las células no formadoras de progenitores (CFC ). La ecuacidn establecida para este

modelo bipoblacional es,
VCO =4, "CFC* +4, CFC~ (6-1)
Donde q02+, es la velocidad especifica de las colonias formadoras de progenitores y q,, , es la

velocidad especifica de las colonias no formadoras de progenitores. Los datos empleados para

resolver la ecuacion (6-1) incluyen los valores de VCO determinados ex situ, las concentraciones
de progenitores obtenidas por los ensayos clonogénicos y la concentracién de células MN (CFC )

cuantificadas, para los cultivos en cajas petri, Con los datos mencionados se generd una matriz de

3x 16, la que se resolvid por el método de minimos cuadrados.
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Al resolver la matriz, se obtuvo para la qm_ de las CFC un valor de 1.18 x 10" mmoles/cél/h y

+ . - . .
para la q,, de las CFC un valor de 4.53 x 10™ mmoles/cél/h. El error estindar promedio
calculado con respecto a los valores obtenidos a través de la ecuacidn (6-1), fue del 62%. El valor
de qof‘ fue muy similar al anteriormente reportado para los progenitores totales. En conclusion,

ademis de la evidencia grafica mostrada, tos valores obtenidos con los modelos poblacionales
evaluados indican de manera cuantitativa, que las células formadoras de colonias de progenitores

poseen mayores q,, que las células no formadoras de colonias de progenitores.
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Figura 6-3. Variacién de la VCO en funcion de la concentracion de CFU progenitores

totales. o, &, * , A : cada simbolo representa a una muestra
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Figura 6-4. Variacién tipica de la concentracién de células MN y la VCO con respecto al
tiempo.

Adicionalmente, para conocer las q,, de los diferentes progenitores hematopoyéticos se establecié
un modelo poblacional integrado por cuatro poblaciones celulares. Las poblaciones fueron
determinadas de acuerdo con su estado de diferenciacién en el proceso de la hematopoyesis
(Figura 2-1) y estaban compuestos por: grupo |, formado por la concentracién de CFU-GEMM;
grupo 2. formado por la sumatoria de las concentraciones de BFU-E y CFU-GM: grupo 3.

formado por la sumatoria de las concentraciones de CFU-G, CFU-M y CFU-E y grupo 4,
formado por la concentracién de CFC. El modelo de cuatro poblaciones se expresa de la

siguiente manera,
VCO =g, CFC} +q,,,CFC] +4q, CFC] +q, CFC~ (6-2)

Donde, los sub-indices 1, 2, 3 y 4, indican los grupos poblacionales 1, 2, 3 y 4, respectivamente.

Al resolver el sistema de ecuaciones planteado se obtuvieron las q,, para los cuatro grupos

poblacionales propucstos. Los g, obtenidos fueron: para el grupo 1 de 3.15 x 107 mmoles/céi/h,
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" mmoles/cél/h, para el grupo 3 de 8.24 x 10” mmoles/céi/h y para el

para el grupo 2 de 4.90 x 10
grupo 4 de 6.22 x 10" mmoles/cél/h. Estos resultados son consistentes con lo expuesto y la
evidencia experimental inicialmente mostrada en donde, las células formadoras de colonias de
progenitores hematopoyéticos poseen una velocidad especifica de consumo de oxigeno mayor
que las células no formadoras de colonias de células progenitoras. Adicionalmente, se observa
que los tipos celulares menos diferenciados poseen q,, mayores que las células mas diferenciadas.
Sin embargo, es importante resaitar que los valores de la q,, de las CFU-GEMM fueron muy altas
y atipicas para células animales. Esto indica que para la realizacion de modelos
multipoblacionales es necesario incluir informacién adicional a las q,, o© realizar un
agrupamiento poblacional distinto que permita predecir correctamente la concentracion de los
diferentes progenitores hematopoyéticos en cualquier momento dei cultivo. Adicionalmente, el
resultado mencionado, también pudo generarse, porque en sistemas de ecuaciones lineales
indeterminados es necesario el planteamiento de restricciones matematicas que permitan la
obtencién de soluciones reales al fendmeno, las cuales, podrin establecerse correctamente,
cuando se tenga un conocimiento profundo de los requerimientos metabdlicos de los diferentes
grupos poblacionales. Aunado a lo anterior, el error estandar promedio calculado con respecto a
los valores obtenidos a través de la ecuacién (6-2), fue del 37.8%. Este valor contrasta con el
mayor valor del error estindar promedio determinado en el modelo de dos poblaciones. Esta
discrepancia puede ser debida a que, en el sistema de ecuaciones lineales (15x2) obtenido a partir
del modelo de dos poblaciones, la dispersion en la solucién puede tender a ser mds alta que en un
sistema menos indeterminado, como fue caso del sistema de ecuaciones lineales (15x4)

planteadas a partir del modelo de cinco poblaciones.

6.8 Cultivos estaticos
Se observé sustentacion de la hematopoyesis en todos los sistemas de cultivo a pesar que no se

realizé recambio de medio durante todo el cultivo, los cuales se mantuvieron en promedio,
durante mds de 25 dias. La mayoria de las cinéticas de crecimiento de las células MN y de los
progenitores totales siguieron la tipica tendencia de crecimiento compuesta de sus diferentes
fases de desarrollo, la de adaptacién (o lag), la exponencial y la de muerte, exceptuando los

cultivos realizados en cajas petri, donde no se detect6 fase lag.
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La figura (6-5) muestra las tendencias determinadas en los diferentes recipientes para células
MN. Es importante resaltar que la méxima concentracién de células MN se presenté a diferentes
edades del cultivo entre los distintos recipientes empleados, del dia 8 al 12 en placas multipozo,
del dia 10 al 19 en frasco T25 c¢m?, en el dia 7 en cajas petri® y del dia | al 3 en cajas petrib.
Adicionalmente, como se observa en la figura {(6-5) y en la tabla (6-5) las proliferaciones

méximas alcanzadas se obtuvieron en placas multipozo.

La figura (6-6) representa la tendencia de la expansién maxima promedio de los progenitores
totales, determinada en placas multipozo y cajas petri. Se observa que la mdxima expansion de
los progenitores hematopoyéticos se presentd entre el dia 3 al 8 para placas multipozo y cajas
petri. Lo anterior, es muy diferente a lo determinado en cultivos a largo plazo tipo Dexter (LTC),
donde la expansién de los progenitores hematopoyéticos se presenta en promedio a la quinta
semana de cultivo. Esta diferencia esta muy relacionada con la adicién de citocinas
recombinantes. Aungue en un tiempo mayor al indicado en el presente trabajo las miximas
expansiones de progenitores hematopoyéticos en cultivos de MO realizados en bioreactores de
perfusidn se han detectaron entre el dia 8 y 14 de cultivo (Koller et al., 1993, Koller er ul.,
1998a). Este tiempo reportado por los autores mencionados podria estar relacionado con el hecho
que moléculas (necesarias para la expansion, diferenciacién y proliferacion) generadas en bajas
concentraciones son diluidas de manera constante en cultivos en bioreactores de perfusién. La
maxima concentraciéon de progenitores hematopoyéticos en ¢l dia 7 de cultivo también se ha
observado en cultivos de CH de SCUH en frascos agitados suplementados con citocinas
recombinantes y con protocolos de remocidén y reemplazo de medio de cultivo (Collins et al.,
1997). Lo que indica que mediante la adicién de citocinas recombinantes se puede obtener la
méxima concentracién de progenitores hematopoyéticos en menor tiempo de cultivo con respecto

a los sistemas de cultivo ya mencionados.

No existen muchos reportes en la literatura de cultivo en cajas petri a condiciones estaticas de CH
de SCUH por largos periodos de tiempo (mds de 7 dias de cultivo). Sin embargo, de acuerde con
lo indicado en la figura (6-6) y en la tabla (6-5) la expansién de CFU-GM es aproximadamente
6.1 veces menor que la reportada por Broxmeyer et al. (1992) en un sistema de cultivo similar

aunque suplementado con diferentes concentraciones de citocinas recombinantes y con un
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inoculo 20 veces mayor al empleado en el presente trabajo. Lo anterior muestra la alta
variabilidad que se puede alcanzar cuando se cambia tan solo una variable de cultivo en un
sisterna tan complejo como es el cultivo in vitre de CH de SCU. Las diferencias se acentdan
cuando se comparan los resultados con los obtenidos en sistemas de cultivos con aplicacion de
protocolos de remocién y reemplazo de medio de cuitivo. Es importante recordar que el empleo
del sistema de cultivo en el presente trabajo, es un modelo de trabajo con el fin de conocer

comportamientos y tendencias celulares y metabélicas anteriormente poco reportadas.
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Figura 6-5. Cinéticas de crecimiento de células MN determinadas en los diferentes
recipientes. A: P. multipozo. B: Frasco T 25 cm’. C: Caja petri *. D: Caja petri °
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Figura 6-6. Esquema de la cinética de la expansién maxima promedio

Tabla 6-5. Valores maximos de diferentes parametros obtenidos en los diversos recipientes
para células MN y progenitores totales

. ) Expansion
Recipiente Proliferacion Expansion PT
CFU-GM
Placa multipozo
2.98+1.38 4.23£2.69 2.06+1.63
(n=6)
Caja petri®,
2.08+0.31 2.71+0.78 1.36+0.45
(n=4)
Caja petri®,
1.41+0.0] 2.09x1.23 0.85+0.38
(n=3)
Frasco T 25 cm®
2.03+0.24 ND ND
(n=2)

PT: Progenitores totales. ND: no determinado. * 4.0 ml de volumen. ® 2.5 ml de volumen

Los resultados de expansién y proliferacién obtenidos en los recipientes, permitieron establecer
una relacién decreciente entre la proliferacién y el cociente entre el drea del recipiente y el
volumen de medio de cultivo y una relacidn igual, entre la expansién celular y el cociente

mencionado. En los cultivos estdticos la transferencia de oxigeno es superficial y el 4rea, es
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determinante en este proceso. Como se observa en la figura (6-7), se presenta una mayor
proliferacién y expansion en los recipientes con el menor cociente, lo que indica que para €sos
recipientes pudo haber una concentracién de oxigeno disuelto menor en la parte inferior del
recipiente con respecto a los otros recipientes. Estos resultados estin muy acordes con los
planteamientos de diferentes autores, quienes plantean que los progenitores hematopoyéticos se
expanden en mayor nimero a bajas concentraciones de oxigeno disuelto (Bradley ef al., 1978;
Rich & Kubanek, 1982; Iahikawa & Ito, 1988; Koller er al.,1992a y 1992b; Cipolleschi et al.,
1993: Ono & Anter, 1995).

4.5
B

40T ® Proliferacién
£ RN -
:g 35+ --"-.__‘ M Expansion PT
= ST
E 30+ ® el . A Expansién CFU-GM
& . AT
- 2.5" ------------ -'-.__ ..
S 204 se o T Treeelm
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5"2 15 T o TTTreeelll . T »
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P. multipozo F.T25 C. Petri " C. Peuri”

Relacién Area/Volumen (cm™)

Figura 6-7. Relacién de creciente entre la proliferacion y expansion celular y el drea de
cultivo. Determinada en los distintos recipientes de cultivo

La velocidad especifica de crecimiento (i) determinada para los cultivos realizados en distintos
recipientes se rednen en la tabla (6-6). La variabilidad de la p determinada para las células MN
puede ser debida a la variabilidad intrinseca de cada muestra, aunque es importante resaliar que
jos intervalos de variacién fueron muy similares en todos los recipientes. Adicionalmente, el

Ifmite inferior de estos es 10 veces menor a la p reportada por De Ledn (1999), Lépez (1999) y
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Zandstra (1994) sin embargo, el limite superior es stmilar a los valores reportados por los autores

mencionados.

La i calculada para los progenitores totales, de la cual no existen reportes, mostré un valor de 2 a
5 veces mayor que la calculada para las células no adherentes totales. Esto es otra indicacién de
la mayor capacidad proliferativa de los progenitores hematopoyéticos que otras formas celulares

gue componen el proceso hematopoyético, como son las células MN no progenitoras.

Tabla 6-6. Velocidad especifica de crecimiento determinada para células MN y para
progenitores totales en los distintos recipientes

Recipiente w(d') Células MN w(d’) Progenitores Totales
Placa multipozo
0.021 a0.128 0.175a0.595
(n=6)
Caja petri *
0.076 a0.158 ND
(n=4)
Caja petri °
0.039 2 0.107 0.201 2 0.259
(n=3)

6.9 Células Adherentes

La concentracién de células adherentes presentd mucha variabilidad entre los diferentes cultivos,
posiblemente a la variabilidad debido entre las muestras. La concentracién méaxima se presentd
en los cultivos en cajas petri a la tercera semana de cultivo (Figura 6-8). De igual manera,
Gutiérrez ef al. (2000) obtuvieron la midxima concentracién en la tercera semana de cultivo en
placas multipozo, y fue 3.7 veces menor que la obtenida en el presente trabajo. Esta diferencia en
las concentracions obtenidas, podria estar relacionada con el protocolo de recambio de medio
empleado por Gutiérrez et al. (2000}, el cual, estaria afectando la estructura celular formada en el

recipiente entre los procedimientos de recambio (Varma et al., 1992).
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Figura 6-8. Cinética promedio de las células adherentes presentes en los cultivos en placas
multipozo y cajas petri.

Como se aprecia en la figura (6-8), las concentraciones determinadas en placas multipozo fueron
menores a las detectadas en cajas petri lo que podria estar principalmente relacionado con la
diferente metodologia de extraccién de células adherentes empleada en los dos recipientes de
cultivo mencionados. La posibilidad de variaciones en la adherencia causada por las diferentes
caracteristicas de la superficie de cultivo queda excluida ya que las superficies de adhesion tanto
de las placas multipozo como de las cajas petri fueron tratadas de igual forma por sus fabricantes.

(Ye et al., 1994, Koller et al., 1998b).

6.10 Caracterizacion metabdlica (glucosa, gilutamina, lactato y glutamato)

l.as concentraciones de los sustratos remanentes o de los productos generados a lo largo del
cultivo fueron analizados en los cultivos en distintos recipientes. Las figuras (6-9) retinen las
concentraciones promedios de los sustratos en cada uno de los recipientes, de tal manera que cada
punto representa el promedio de los valores registrados en los cultivos realizados en cada
recipiente de cultivo segin la tabla (5-1). De igual manera se elaboré la figura (6-10).

Adicionalmente, las velocidades de consumo y de produccion especifica de los sustratos y
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Figura 6-9. Cinéticas promedio del consumo de metabolitos en los diferentes recipientes. A.
Glucosa, B. Glutamina. Los datos sin barras de error son datos de una sola muestra. Las lineas
punteadas indican la ecuacién que se ajusta a cada tendencia (Ver Apéndice B).

a  P. multipozo — —— P. multipozo ®  FrascoT 25 cm?2
Frasco T 25 cm2 e FrascoT 75cm2 —--—FrascoT 75 cm2
a Cpetria  cooees C.petria a C. petrib
—-—-C.petrib
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Figura 6-10. Cinéticas promedio de la produccién de metabolitos en los diferentes
recipientes. A. Lactato. B. Glutamato. Los datos sin barras de error son datos de una sola
muestra. Las Ifneas punteadas indican la ecuacion que se ajusta a cada tendencia (Ver Apéndice

B)
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metabolitos respectivamente, calculadas durante la fase exponencial de la cinética de crecimiento

de los progenitores totales, se retinen en la tabla (6-7).

Tabla 6-7. Intervalos (minimos y maximos) de las velocidades especificas de
consumo/produccién de los diferentes sustratos/metabolitos. Las velocidades especificas de
consumo o produccién se encuentran expresadas en mmoles/cél/h y fueron calculadas en la fase
exponencial de los progenitores totales

Sustrato/Metabolito  P. multipozo Caja petri ¢ Caja petri® Frasco T 25 cm*
Glucosa I.1x10™ 2.1x 10" 20x 10" 3.2x 10"
53x 10" 6.9x 10" 7.7 x 107" 6.0x 10"
. 9.4 x 10" 1.6 x 10™ 1.6x 10"
Glutamina 30x 107 1.8x 10" 1.8x 10™ ND
Lactato 20x 10" 44 x10" 7.0x 10" 50x 10"
1.2 x 10" 1.8x 10° 4.3 x10™" 1.1x 10"
Produccién Produccion Produccidn
2.3 x 10" 1.0x 10" 22x 10"
1.8 x 10" tox 10" 1.3x 10"
Glutamato Consumo Consumo Consumo ND
59x 10" 1.1 x 10" 1.2x 10"
1.5x 10™ 1.t x 107" 1.3x 10"

El intervalo de las velocidades de consumo especifico de glucosa presentado en todos los
recipientes fue de 2.8 x 107" a 5.3 x 107'° mmoles/cél/h, el cual fue muy similar al intervalo de
los consumos especificos de glutamina en los diferentes recipientes de cultivo que vario entre 6.4
x 10" y 3.0 x 10" mmoles/cél/h. Lo anterior indica la utilizacién de ambos sustratos por las
células en cultivo. Adicionalmente, la figura (6-9) muestra que no se agotd ninguno de los dos

sustratos en los cultivos realizados.

En la tabla (6-7) se observa que los qgic Son 3 a 5 veces mayores que los expuestos por Lopez
(1999) en cultivos realizados en placas multipozo con citocinas recombinantes y, son 10 veces
mayores que los reportados por Collins et al. (1997} y Patel er al., (2000). Posiblemente las
distintas concentraciones de citocinas entre los mencionados trabajos estimulé de manera
diferente el qgie, que como se ha reportado anteriormente, varia por estimulos externos como son

los factores de crecimiento (Spielholz et al.. 1995).
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Sin embargo, la mayor qgic ocurrié en los cultivos realizados en placas multipozo lo cual puede
ser debido a la mayor expansién obtenida en este recipiente, indicando que los progenitores

totales poseen qgi. mayores que otros tipos celulares. Este resultado coincide con lo reportado por
, .. + :
Collins et al. (1998), quienes encontraron que a mayor concentracién de CFC  (colonias

formadoras de colonias de progenitores) se detectd la mayor qgie.
De acuerdo con la figura (6-9b) los datos se ajustan a un modelo exponencial con formuia:
[Gin]=[Gin], explke) (6-1)

Donde {Gin] es la concentracién de glutamina en un tiempo determinado, [Ginly es la
concentracién inicial de glutamina, k es la constante de degradacién y consumo y f, es el tiempo.
Este modelo es muy similar al reportado por Ozturk & Palsson (1990} para la descomposicién de
la glutamina. De acuerdo con ellos, el coeficiente k de degradacién quimica de la glutamina en
las condiciones de cultivo empleadas posee un valor de 0.05 d”', mientras que la k obtenida en
éste trabajo de la curva promedio construida a partir de las concentraciones remanentes de
glutamina en los diferentes recipientes y cultivos fue de 0.82 d”'. Lo anterior indica que la
diferencia entre las dos curvas formadas con los exponentes & indicados, representa el verdadero

consumo realizado por las células.

Adicionalmente, el pardmetro o calculado varfo entre 0.05 y 0.5, el B entre 0.8 a 1.1 y el yentre
0.7 a 0.9. Mientras que, los pardmetros calculados por Ozturk & Palsson (1990) para cultivo de
hibridomas variaron de 0.02 a 0.2 (para a)By, 46 (para ), y de 0.2 a 0.5 (para V),
respectivamente. Aunque se observa cierta similitud entre los diferentes pardmetros a pesar de ser
modelos biolégicos distintos, es notoria la gran diferencia encontrada en el pardmetro B. Esta
diferencia se debe posiblemente a los diversos valores de los pardmetros que conforman el
calculo de P. Desgraciadamente, solo existe en la literatura un reporte de los pardmetros
adimensionales anteriores y, el presente trabajo es el primer reporte de estos pardmetros para
células hematopoyéticas. Seria interesante analizar en posteriores trabajos como varfan estos

pardmetros en diferentes condiciones de cultivo.
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El intervalo de qaia fue muy similar en los cultivos realizados en placas multipozo y cajas petri. A
pesar que no se realizaron experimentos con marcaje de carbono para determinar la ruta
metabélica de los diferentes sustratos, los resultados anteriores permiten suponer que las CH de
SCUH cultivadas en este proyecto, utilizaron de manera simultdnea la glicdlisis y la

glutamindlisis.

El intervalo de qp, fue muy similar en todos los recipientes y a valores anteriormente reportados
por Patel et al. (2000) para cultivos no alimentados y, por Collins et al. (1997) para cuitivos en
frascos agitados. Sin embargo, el intervalo de qrac obtenido en cajas petri® fue 10 veces mayor
(Tabla 6.7). Este resultado posiblemente se debid a carencias de oxigeno que se presentaron en
este recipiente, por tener una mayor altura de medio, en comparacién con todos los demds (Figura

6-10a).

6.11 Relacién creciente entre la concentracion de glutamato y los progenitores

totales
Se obtuvo una tendencia reproducible de la cinética de glutamato en cultivos lote a condiciones

estiticas de las CH de SCUH. En los primeros dias del cultivo en todos los recipientes, se
present6 una produccién de glutamato a una velocidad especifica de produccion en el intervalo de
9.2 x 10" a 1.8 x 107" mmoles/cél/h. Sin embargo, el glutamato producido en los primeros dias
de cultivo fue disminuyendo en los siguientes dias, a pesar de no haberse agotado ni la glucosa ni
la glutamina, en un intervalo de velocidad de desaparicién (7.0 x 10%a13x 10" mmoles/cél/h)
muy similar al intervalo de las velocidades de produccion de este metabolito en los primeros dias
de cultivo. Este comportamiento de produccion y de disminucién de la concentracion de

glutamato fue también reportado por Lopez (1999) en dos muestras.

Se calcularon los valores verdaderos de glutamato producido, al restar la concentracién inicial de
glutamato en el medio a cada valor de glutamato, determinado durante el tiempo de produccién
de éste. A estos valores se les denominard en adelante, glutamato real producido. Se encontré una
relacién creciente entre el glutamato real producido y la concentracidn de progenitores totales,
cuando ésta concentracion variaba de | x 10° a 14 x 10° células/, y el glutamato real producido

variaba entre 0 y 0.30 mmotles/l (Figura 6-11). De acuerdo con é€ste resultado, se plantea en el
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Figura 6-11. Relacion creciente entre la diferencia de la concentraciéon de glutamato en un
tiempo i y Ia concentracion inicial de glutamato y la concentracién de progenitores totales

presente proyecto, que los progenitores hematopoyéticos consumen glutamina y generan
glutamato. Debido a esto, se observa la relacidén creciente mencionada, donde e} glutamato real
producido aumenta a medida que aumenta la conceniracién de progenitores totales, que
consumen glutamina y generan glutamato. Este resultado indica, que la determinacién del
glutamato en los cultivos in vitre de CH de SCUH podria ser una herramienta potencial para
inferir la mayor concentracién de progenitores totales, de manera rapida (en menos de 2 minutos)

y con poco volumen de medio de cultivo (25 pl).

Sin embargo, no se observé una tendencia similar entre la concentracién de glutamato y los
progenitores totales, durante la fase de disminucién del glutamato. Esto podria estar ligado a los

resultados obtenidos por Kostanyan er al. (1998). Estos autores reportaron que el dcido L-
glutdmico cuando se encuentra a una concentracion de 0.1 pM en el medio de cultivo de células
HL-60 incrementa la afinidad de unién del TNF-o y disminuye la sensibilidad de las células

mencionadas a la IL-1PB e IL-6 (Kostanyan et al., 1998). Como se conoce, las interleucinas 1 y 6

ejercen un efecto directo sobre las CT hematopoyéticas y actlian de manera sinergistica con
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muchos factores para aumentar la proliferacién de CFC”, blastos y células del linaje mieloide
{Beutler ef al., 1995). Aunque la concentracion reportada por Kostanyan et af. (1998) es mucho
menor a la observada en el presente estudio (0.7 mM) permite suponer que, cuando el glutamato
se acumula a una concentractdn de 0.7 mM en cultivos estaticos de CH de SCUH. podria afectar
la expansion de progenitores totales. Esta caracteristica del glutamato para inducir funciones
especificas cuando alcanza ciertas concentraciones ha sido reportada. Por ejemplo, cuando la
concentracion del glutamato varia entre 60 a 80 pM induce el consumo de glucosa por los

astrocitos y las neuronas (Zigmond et al., 1999).

Adicionalmente, la disminucién de la concentracidn de glutamato observada en la figura (6-10b),
podria ser causada por la remocién del glutamato del medio cuando alcanza una concentracién de
0.75 mM, o como se plantea en éste estudio, por el consumo o remocién del glutamato por
poblaciones celulares post-progenitoras. La remocién del glutamato del medio extracelular es un
proceso normal que ocurre en el SNC, especificamente en sinapsis excitables, para prevenir la
sobreactivacién de los receptores de glutamato, lo cual podria generar dafio neuronal de tipo
excito-toxico. Quizds el mecanismo mencionado esté presente en las CH. La suposicion del
presente proyecto sobre el posible consumo o remocién del glutamato por poblaciones celulares
post-progenitoras, se basa en los resultados de dos cultivos. En uno de los cultivos realizados, no
se observé crecimiento de ningun tipo de células desde los primeros dias de cultivo y el
glutamato generado se acumulé a lo largo de todo el cultivo y no disminuyd (Figura 6-12). En
cambio en el otro cultivo, aunque no se observé crecimiento de células MN, si se detecid
crecimiento de progenitores totales. Ademas, se observé disminucién de la concentracion de
glutamato dias después de la expansién mdxima de los progenitores totales y en ausencia de éstas
poblaciones celulares, cuando se inicié el consumo de glutamato (Figura 6-13). Las
observaciones mencionadas, hacen suponer que poblaciones celulares post-progenitoras no

determinadas, son responsables de la desaparicién del glutamato.
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Figura 6-13. Cinética de una muestra que no presenté crecimiento de células MN, pero si
mostré crecimiento de progenitores totales

68




Conclusiones

7 CONCLUSIONES

En éste estudio se determiné la existencia de concentraciones de progenitores hematopoyéticos
tipicos en sangre de cordén umbilical de neonatos mexicanos, de madres que asisten al centro de
salud empleado, bajo el protocolo de recoleccién y de ensayo clonogénico utilizado. Estas
concentraciones tipicas brindan informacién valiosa, para que a partir de estos valores se planteen
estrategias de recoleccién que permitan aumentar las concentraciones de progenitores

hematopoyéticos en la sangre recolectada.

Adicionalmente, la sustentacién de la hematopoyesis en un sistema de cultivo sin recambio de
medio, es una prueba mas de la posibilidad de realizar cultivos en lote. Aunque es necesario la
experimentacién para la implantacién de diferentes estrategias de cultivo (agitacion, otra

combinacidn de citocinas) que permitan alcanzar mayores expansiones celulares.

En éste proyecto se disefid un dispositivo y se establecié la metodologia para la medicidn ex situ
de la VCO de CH de SCUH. La velocidad especifica de consumo de oxigeno determinada para
las células no adherentes en el dispositivo mencionado, varid en un intervalo de 3.17 x 10" a
1.13 x 107" mmoles/cel/h. El conocimiento de estos valores permitird un disefio apropiado de los
sistemas de cultivo que satisfagan las necesidades de oxigeno para las CH de SCUH. Ademis,
éste dispositivo permitird evaluar ¢l comportamiento de las CH de SCUH en cultivo in vitro en
diversas condiciones, con un pardmetro tan importante como es la VCQ. Entre las ventajas del
dispositivo se encuentran, ta posibilidad de realizar mediciones en tiempo corto sin perturbar el
sistema de cultivo y emplear pequefias cantidades de medio de cultivo y citocinas. Aunado a lo
anterior y ante lo dispendioso y lento de la determinacién convencional de los progenitores
hematopoyéticos, la relacion creciente determinada entre la concentracién de progenitores totales
y la VCO es una herramienta potencial para determinar el momento de cosecha de la mayor
concentracion de progenitores hematopoy€ticos durante su cultivo in vitro. A pesar que un
cultivo de CH de SCUH esta compuesto por numerosas poblaciones de células de diferente tipo,
con estados de diferenciacién y comportamientos metabdlicos diversos, se encontré que los

progenitores hematopoyéticos presentan mayor VCO, que formas celulares mas diferenciadas
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Esto fue corroborado con el un modelo bipoblacional con el cual, se obtuvieron valores de la qo,

para CFC* y CFCde 4.53 x 10 y 1.18 x 10" mmoles/cél/h, respectivamente. No obstante, al
y y

aplicar un modelo de cuatro poblaciones se obtuvieron valores de la go, muy altos para algunas

de las poblaciones. Posiblemente para utilizar modelos multipoblacionales es necesario incluir

informacién adicional al modelo.

Se observé una relacion entre el cociente drea/volumen y la proliferacién y expansién maximas
de CH de SCUH en cultivos a condiciones estdticas. Estos resultados podrian dar pautas

interesantes para el disefio de sistemas mis eficientes de expansion.

Adicionalmente, se encontré que las mdximas conceniraciones de progenitores totales se
presentaron entre el tercer y octavo dia en cultivos en placa multipozo y cajas petri. El
establecimiento de este intervalo permitird el planteamiento de experimentos dirigidos y
enfocados a ahondar en el conocimiento del comportamiento metabdlico y poblacional de los
cultivos de CH de SCUH, en un intervalo de tiempo mds pequefio, y no como en los 25 o 30 dias

como hasta ahora se han realizado.

Anteriormente, no se habia reportado de manera importante y reproducible, la tendencia de
produccién y consumo del glutamato en cultivos in vitro de CH de SCUH. La relacién entre la
produccién de glutamato y los progenitores totales, podria convertirse en una herramienta mds
para inferir la mdxima concentracién de progenitores totales y para decidir la edad del cultivo
para cosechar las células. Es importante resaltar que la determinacién del glutamato es una

prueba rapida, en menos de cinco minutos, y con consumo de muy poco medio de cultivo, 25 ul.

La relacion creciente entre la diferencia de la concentracion de glutamato a un tiempo dado y la
concentracién inicial de glutamato, con la concentracidon de progenitores totales, coloca al
glutamato como una herramienta potencial para la deteccidn répida de la mayor concentracién de
progenitores hematopoyéticos, en la fase exponencial del cultivo. Para corroborar éste
plantcamiento, es necesario determinar si son los progenitores hematopoyéticos los que

consumen glutamina y generan glutamato. De igual manera, es importante determinar si formas.
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Conclusiones

post-progenitoras consumen glutamato o existe un mecanismo de remocién del glutamato del

medio de cultivo, el que ocasiona la disminucién o desaparicién del glutamato.
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Apéndice

9. APENDICES

Apéndice A.

Expresiones para el calculo de la velocidad terminal para particulas
granulares de forma irregular

Secuencia de cdlculo

4% = JPF— (P%“ZPF )
Hr

W= Iog(d *)

v, _ Helos—pe ke M )
Pr

sid*<3.8
V. *=(d*) /18-3.1234x107* (d *)° +1.6415x107° (¢ *)* = 7.278x 107" (d *)

sid*<7.58
V, *=—1.15446+2.9162W —1.0432W *
si d* < 227
V., *=—1.64758+2.94786W ~1.09703W * +0.171290W °
si d* < 3500
V_*=5.1837-4.51034W +1.687W* —0.189135W°
Va= vu *ng
Correccién debida a la forma de las particulas
D, = -0.55+k, - 0.0015k,’
D, = 0.03*1,000% -052¢)
D=D, +D,
A, =—0.045+0.05k,7°
A, =—0.0287 * 55,000 ~0524)
A=A +A,
EPS = l0(D+A‘llcosh(2.55‘(W—l.l 143)
V. =V, *EPS
Velocidad terminal de una particula irregular
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Ecuaciones de ajuste a las cinéticas de los sustratos y metabolitos

Apéndice B

Apéndice

Sustrato o ] . b 2 2
] C. petri? . petri Fr T 25 cm Frasco T75 cm
Metabolito P C.p asco S ¢
[Gl= aexp(bt) [G]= aexp(bt) [G]= aexp(bt) [G]= aexp(bt)
Glucosa 2 Q0. he .
a-3.§R92,_t;5-(;).002, a=4.76; b=-0.004: a=3.74; b=-0.009; a=3.49; b=-0.007;
2 R*=25% R’=77% R’=78%
[GIn]= aexp(br)
Glutamina
a=2.70; b=-0.037; R’=89%
[£) a
[Lac]= T bexplct) [Lac]= T bexplcr) [Lac]=a(l —exp(~br)} | [Lac]=a(l —exp(-bt))
Lactato
a=101; b=4.94; c=0.21 | a=1.22; b=6.92; c=0.24 a=1.18; b=0.07; a=1.18; b=0.08;
R’=75% R’=019 R™=93% R'=73%
+ bt
[Glu] = (a—)z-
(1+ct+dr*)
Glutamato

a=0.59; b=0.025; ¢=-0.064; d=0.012; R’=91%
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