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RESUMEN

La Leucemia Mieloide Cronica (LMC) es un sindrome mieloproliferativo cronico,
caracterizado por la presencia del cromosoma Filadelfia que se da como producto de la
translocacion de los brazos largos de los cromosomas 9 y 22, llevando a la sintesis de la
proteina quimérica BCR-ABL con actividad de cinasa de tirosina. Para contrarrestar los
efectos de este sindrome se desarrollé el Imatinib, el primer inhibidor de la proteina cinasa de
tirosina que bloquea la funcion de BCR-ABL. Sin embargo, estudios in vitro € in vivo han
demostrado un impacto de este farmaco en la hematopoyesis normal y en la homeostasis Osea,
debido a su efecto en las células BCR-ABL negativas, como en las células hematopoyéticas
normales y en las células troncales mesenquimales (MSC), a través de la inhibicion de los
receptores c-kit y del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) respectivamente,
que podrian estar afectando la expresion de moléculas de adhesion como la N-cadherina.

Las MSC regulan la localizacion, sobrevida, diferenciacion y potencial de las células
hematopoyéticas primitivas, sin embargo el tratamiento in vifro con Imatinib modifica su
potencial de diferenciacion hacia osteoblastos. Considerando que dichas células juegan un
papel critico en el mantenimiento de la hematopoyesis normal, el efecto de este farmaco se
podria ver reflejado en la alteracion de la funcionalidad de las mismas. Por lo tanto, el objetivo
de este trabajo fue evaluar in vitro la capacidad funcional para mantener la hematopoyesis de
las MSC de pacientes tratados con Imatinib.

Para esto se obtuvieron y caracterizaron MSC de médula 6sea normal (MON n=5),
pacientes sin tratamiento (VLMC n=3), tratados con Imatinib (ILMC n=5) y con otros
farmacos (OLMC n=4). Evaluamos la capacidad funcional para mantener la hematopoyesis de
las MSC después de su cultivo in vitro, mediante un ensayo de co-cultivo con células troncales
hematopoyéticas (HSC) de sangre periférica movilizada (CD133+ CD34+ Lin-) evaluando la
proliferacion y expansion de las HSC, asi como el mantenimiento de los progenitores
hematopoyéticos y finalmente la expresion de N-cadherina en nuestra poblacion.

Las MSC obtenidas de ILMC, OLMC y VLMC presentaron un inmunofenotipo y
capacidad de diferenciacion similares a las obtenidas de MON. Ademas las MSC de los cuatro
grupos de estudio soportaron la proliferacion de células hematopoyéticas y de progenitores de

manera similar a su contraparte normal. La expansion de las HSC se increment6 1.5 veces en



las capas de MON mientras que en las capas de VLMC, ILMC y OLMC se incremento 3.2,
3.5 y 2.1 veces respectivamente. Finalmente, la expresion de N-cadherina disminuy6 en las
HSC CD133+ CD34+ al ser co-cultivadas con las MSC de todos lo grupos de estudios con
excepcion de las HSC co-cultivadas con las MSC de VLMC, que mantuvieron la expresion de
N-cadherina en la fraccion adherente.

Con este trabajo podemos concluir que la capacidad funcional para mantener la
hematopoyesis de las MSC obtenidas de pacientes tratados con Imatinib y cultivadas in vitro
no se encuentra alterada, lo que sugiere que el Imatinib tiene un efecto reversible, abriendo la

oportunidad para el uso de las MSC de estos pacientes en la terapia celular.



ABSTRACT

In spite of having been designed as a specific BCR-ABL kinase inhibitor for the
treatment of chronic myeloid leukemia (CML), Imatinib also inhibits the kinases of other
receptors like c-kit, c-fms and platelet derived growth factor receptor (PDGFR). In vitro
reports have shown that Imatinb inhibits proliferation and enhances differentiation of MSC
towards the osteoblastic lineage, and one report also showed and altered hematopoietic
supportive capacity. CML long term Imatinib treated patients showed an altered mineral
metabolism and increase in bone mass.

In order to elucidate whether in vivo Imatinib treatment may affect the functional
properties of bone marrow MSC, and if the alterations remain after their in vitro expansion,
we obtained MSC from normal bone marrow (n=5), from CML untreated patients (n=3), from
CML patients treated for 6 months to 2 years with Imatinib (ICML; n=5) and CML patients
with other treatments (OCML=4). After the second passage, we corroborated MSC
immunophenotype by flow cytometry, assessed their ability to differentiate towards
mesenchymal lineages and assessed their hematopoietic supportive capacity by a 35 day co-
culture with CD133+CD34+ Lin- mobilized peripheral blood cells from normal donors (n=5).

MSC showed a fibroblastic morphology, and a CD45-CD14-CD31-
CD90+CD105+CD73+ immunophenotype in all groups. The osteogenic, adipogenic and
chondogenic differentiation potential was unchanged in ICML in comparison to CML and
normal-derived MSC.

MSC were able to increase the proliferation, progenitor content and CD34+ CD133+
expansion. No statistical differences were observed between the groups.N-cadherin expression
was higher on CD34+CD133+ cells that were co cultured with MSC from CML patients.

The results suggest that although Imatinib treatment seems to affect the biology of
MSC in vivo -after an early in vitro expansion- their functional properties remained
unimpaired, which suggest that Imatinib effect on MSC in vivo might be reversible when
discontinuing the drug. The results also open the possibility for MSC from untreated and

Imatinib treated patients to be used in cell therapy protocols.



I. INTRODUCCION

1. Hematopoyesis

Cada dia el cuerpo humano produce un estimado de 5 mil millones de células
sanguineas que permiten mantener la homeostasis en el organismo y responder a una mayor
demanda de células en respuesta a infecciones o traumas (Fliedner y cols., 2002). El proceso
de produccion de células sanguineas es denominado hematopoyesis; éste ocurre,
principalmente en la médula 6sea (MO) (Smith, 2003) y su correcto funcionamiento asegura la
produccion de las células responsables del transporte de oxigeno (eritrocitos), la coagulacion
sanguinea (plaquetas) y la inmunidad (granulocitos, macrofagos, linfocitos B y T). En adultos,
el 4.6% del peso corporal se debe a la MO distribuida en las vértebras, costillas, pelvis,
escapula y las terminales proximales de los huesos largos (Nair y cols., 2010).

Para que la hematopoyesis ocurra, es necesaria la interaccion de distintos componentes
celulares que coexisten en la MO: el componente hematopoyético, formado por las células
troncales hematopoyéticas (HSC por sus siglas en inglés) y su progenie; el componente
vascular generado a partir de células progenitoras endoteliales; y por ultimo, el componente
estromal que se encuentra conformado por distintos tipos de células que provienen de una
célula troncal mesenquimal (MSC por sus siglas en inglés) y otras células de origen
hematopoyético como son los osteoclastos y los macréfagos (Gasper, 2000) (Figura 1).

Para que se lleve acabo la hematopoyesis de manera normal, todos los componentes
celulares deben estar en equilibrio, de tal manera que el organismo cuente con las células
sanguineas necesarias y tenga la capacidad de responder ante una mayor demanda, por lo que
alteraciones en alguno de estos componentes pueden resultar en el desarrollo y progresion de

enfermedades hematologicas (Lund, 2000).
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Figura 1. Representacion esquematica de los tres componentes celulares de la médula 6sea que

participan en la hematopoyesis.

1.1 Componente Hematopoyético

El componente hematopoyético es probablemente el mas estudiado dentro de la MO.
Este sistema estd organizado jerarquicamente por células con diferentes capacidades de
autorrenovacion, proliferacion y diferenciacion, por lo que las poblaciones hematopoyéticas se
han subdividido para su estudio en cuatro compartimentos (Figura 2): las HSC; los
progenitores hematopoyéticos (HPC por sus siglas en inglés); precursores comprometidos; y
células maduras (Orkin y Zon, 2008; Mayani y cols., 2007; Szilvassy, 2003; Orkin, 2000).

Las HSC se encuentran en baja proporcion con respecto al total de las células de la MO
(0.01-0.005%) (Szilvassy y Hoffman, 1995). Estas células se definen por tres caracteristicas

fundamentales: 1) Multipotencialidad, caracterizada por el potencial para diferenciarse a los



distintos tipos celulares que se encuentran en la sangre periférica (linfoide, mieloide y
eritroide); 2) Alto potencial proliferativo, siendo capaces de repoblar completamente un
sistema hematopoyético dafiado; 3) Autorrenovacion, proceso por el cual las HSC pueden
producir células idénticas a ellas mismas, asegurando asi un numero minimo de células
troncales que permita sustentar la hematopoyesis del individuo a lo largo de toda su vida
(Schroeder, 2010; Orkin y Zon, 2008; Sauvageau y cols., 2004; Szilvassy, 2003; Uher y cols.,
2003; Wognum y cols., 2003; Mayani, 2003). Debido a estas caracteristicas, una sola HSC es

capaz de generar hasta 10" células maduras durante la vida de un hombre (Metcalf, 2001).
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Figura 2. Representacion esquematica del componente hematopoyético y su organizacion jerarquica
en: Células troncales hematopoyéticas, progenitores hematopoyéticos, precursores comprometidos y

células maduras (Modificado de Santa Maria del Pilar, 2011).



Por otra parte, se han disefiado diversos ensayos tanto in vivo como in vitro para el
estudio de las HSC. Los primeros ensayos in vivo fueron realizados en ratones previamente
irradiados para eliminar la hematopoyesis endogena, a los que se les inyectaron células de MO
murina, y lo que se observo fue la anidacion de las células hematopoyéticas en el bazo del
receptor, donde proliferaron y dieron lugar a colonias macroscopicas de células mieloides y
eritroides. A estas colonias se les nombr6 como Unidades formadoras de colonias en bazo
(CFU-S por sus siglas en inglés) (Till y McCulloch, 1980; Till y McCulloch, 1961); dichas
colonias provienen de un HPC, pues no son capaces de sostener la hematopoyesis a largo
plazo (Jones y cols., 1989). Otro de los ensayos in vivo para evaluar la capacidad de
repoblacion de las HSC fue realizado en modelos de ratones inmunodeficientes diabéticos no-
obesos (NOD/SCID por sus siglas en inglés) previamente irradiados, a los que se les
trasplantaron HSC humanas y se evalud su capacidad para reconstituir los tres linajes

sanguineos en la MO murina (Figura 3) (citado en Mayani, 2003; citado en Szilvassy, 2003).
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Figura 3. Ensayos utilizados para detectar células troncales hematopoyéticas (HSC). Los cultivos
celulares, que son utilizados frecuentemente para probar las células humanas incluyen el ensayo de
células iniciadoras de cultivos a largo plazo (LTC-IC), donde se mide si los HPC aun estan presentes
después de 5-7 semanas de cultivo; los ensayos in vivo en ratones incluyen el ensayo de unidades
formadoras de colonias en bazo (CFU-S) y el ensayo que involucra la busqueda a largo plazo de
células derivadas del donador en un hospedero reconstituido. El ejemplo muestra el reconocimiento
hospedero-donador por anticuerpos que reconocen dos diferentes cepas de ratones con alelos CD45

distintos (Modificado de Domen y cols., 2006).



Por otro lado, dentro de los ensayos in vitro que identificaron a la poblacién de las
HSC, cabe destacar el de las células iniciadoras de cultivos a largo plazo (LTC-IC por sus
siglas en inglés), donde se evaliia su capacidad para generar colonias en medio semisélido
después de ser cultivadas cinco semanas en medio liquido (Figura 3) (Sutherland y cols.,
1990).

Ademas de los ensayos funcionales, las HSC pueden ser identificadas y aisladas por su
inmunofenotipo, utilizando citometria de flujo y técnicas de inmunoseleccidon (positiva y
negativa). En este sentido, uno de los marcadores mas importantes ha sido el antigeno CD34,
caracteristico de las HSC y de los HPC (Simmons y cols., 1992). Este antigeno es una
glicoproteina integral de membrana que regula la adhesion de las HSC al estroma (Mayani y
cols., 2003; McSweeney y cols., 1996). Se expresa entre el 1 y 4% de células nucleadas
obtenidas del aspirado de MO de un individuo sano, este pequefio porcentaje de células
CD34+ incluye a la mayoria de células con capacidad de repoblar, todas las LTC-IC, a la
mayoria de las unidades formadoras de colonias (CFU-C por sus siglas en inglés) y células
progenitoras linfoides (Wognum y cols., 2003). La expresion de este antigeno en células
hematopoyéticas esta regulada durante el proceso de diferenciacion perdiéndose a lo largo de
este, por ello es posible distinguir subpoblaciones de células CD34+ utilizando la expresion de
otros marcadores, por ejemplo: las HSC CD34+ mas primitivas se caracterizan por la ausencia
del marcador de diferenciacion CD38 y la ausencia de antigenos especificos de linaje
(Szilvassy, 2003). El hecho de que este marcador se pierda a lo largo del proceso de
diferenciacion, no permite dar un seguimiento a las HSC en ensayos a largo plazo, por lo que
ha sido necesario utilizar antigenos caracteristicos alternativos o en combinacion con este
marcador, como es el CD133 (Bellantuono, 2004).

El antigeno de superficie CD133 es importante para la identificacion de los HPC y las
HSC, aunque también se ha reportado su expresion en células con capacidad endotelial
(Koutna y cols., 2011; Bhatia, 2001; Yin y cols., 1997). Este antigeno representa el homdlogo
humano de la glicoproteina Prominin 1 de raton (Corbeil y cols., 1998). Las células CD133+
estan presentes en la MO, en sangre periférica movilizada de donadores sanos (SPM), sangre
periférica no movilizada y en sangre de cordon umbilical (SCU) (Summers y cols., 2004;
Matsumoto y cols., 2000). Se ha reportado que la mayoria de las células reactivas para este

marcador co-expresan el antigeno CD34 (Bhatia, 2001; Yin y cols., 1997), sin embargo,



existen resultados discordantes con respecto a las subpoblaciones existentes de CDI133 y
CD34, tanto en expresion como funcionalidad, lo que no ha permitido definir su jerarquia.
Isidori y cols. (2007), reportaron que tras una segunda infusion de células CD133+ altamente
purificadas en un paciente con leucemia linfocitica cronica con recaida, se observo una rapida
y sostenida recuperacion de la hematopoyesis después de un tratamiento mieloablativo, lo que
sugiere que esta poblaciéon contiene HSC y HPC funcionales capaces de reconstituir la
hematopoyesis en humanos.

Recientemente, un estudio in vitro compard la capacidad de proliferacion y
diferenciacion de las poblaciones CD133+ y CD34+ en MO por citometria de flujo. Estos
autores demostraron que la poblacion CD133+ con respecto a la poblacion CD34+, presenta
una mayor expansion, una mayor cantidad de células quiescentes aun en presencia de factores
de crecimiento y un mayor porcentaje de células CD38-. Ademas de que la poblacion CD133+
contiene células CD34- que son capaces de expresar CD34+ a lo largo del cultivo, por lo tanto
esta subpoblacion podria referirse como un tipo de células mas primitivas. Con respecto a los
HPC, encontraron progenitores monociticos/granulociticos (CFU-GM), progenitores linfoides
(CFU-L) y progenitores eritroides (CFU-E) en una proporcion similar a la poblaciéon CD34+
(Koutna y cols., 2011).

De acuerdo a lo reportado en la literatura la poblacion CD133+ contiene tanto HSC
como HPC funcionales y su jerarquia se podria establecer de acuerdo a la expresion del
marcador CD34, iniciando con una poblaciéon CD133+ CD34- que tiene la capacidad de
reconstituir ratones NOD/SCID y que adquieren la expresion del marcador CD34+ durante la
proliferacién en cultivo refiriéndola como la subpoblacion de células més primitivas, lo que
nos lleva al siguiente nivel dentro de la jerarquia que seria la subpoblacion CD133+ CD34+
con capacidad para reconstituir ratones NOD/SCID y con un gran nimero de LTC-IC asi
como de progenitores in vitro. Finalmente tendriamos la subpoblacion CD133- CD34+ que
tiene menor capacidad para repoblar ratones NOD/SCID, menor numero de LTC-IC y

progenitores mas comprometidos hacia el linaje eritroide in vitro (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas funcionales de las subpoblaciones detectadas de acuerdo a la expresion de los
marcadores CD133 y CD34. Las columnas en gris sefialan la comparacion entre si de esas
subpoblaciones y el nimero de X indica qué poblacion presentd una mayor respuesta en el ensayo

corrrespondiente.

Conforme las HSC maduran, dan origen al segundo compartimento dentro de la
jerarquia hematopoyética, formado por HPC multipotentes, bipotentes o monopotentes. Esta
es una poblacion celular muy heterogénea que constituye el 0.3% del total de las células
presentes en la MO (Engelhardt y cols., 2002) y se caracterizan por poseer una capacidad de
autorrenovacion muy baja o nula, pero un gran potencial proliferativo. Dentro de este
compartimento se engloban las células que ya estdn definidas hacia uno o dos linajes de
diferenciacion, es decir, se encuentran los progenitores megacariociticos (CFU-Meg)
(Chatelain y cols., 1988), los CFU-GM (Bradley y Metcalf, 1966), los CFU-E y los BFU-E
(Gregory y Eaves, 1977). Fenotipicamente, los HPC adquieren la expresion de antigenos
especificos de sus linajes y mantienen la expresion del antigeno CD34 (Mayani y cols., 2003;
Astori y cols., 2001). Funcionalmente, estas células son capaces de formar colonias
hematopoyéticas en cultivos semisolidos (Mayani y cols., 2007).

Los HPC a su vez, dan lugar al tercer compartimiento, que incluye a los precursores

hematopoyéticos que ya son reconocibles por su morfologia. A diferencia de los otros
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compartimentos, el potencial de proliferacion de estas células es mas limitado y se encuentran
ya comprometidas a un solo linaje (Mayani y cols., 2007; Domen y cols., 2006).

Finalmente, los precursores maduran dando lugar a las células sanguineas circulantes
que conforman el cuarto y ultimo compartimiento. Estds células son eritrocitos, granulocitos,
monocitos, linfocitos y plaquetas capaces de realizar funciones bioldgicas especificas y

esenciales en el organismo (Mayani y cols., 2007; Domen y cols., 2006).

1.2 Componente Vascular

El componente vascular esta integrado por las células endoteliales y sus progenitores,
denominados angioblastos o células progenitoras endoteliales (EPC por sus siglas en inglés).
Se ha demostrado in vitro que células que expresan los antigenos CD133, el receptor para el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR)2 y la molécula CD34 (CD34+ CD133+
VEGFR2+) tienen la capacidad de diferenciarse en células de linaje endotelial y contribuyen a
la neovascularizacion en modelos animales de isquemia (Masuda y Asahara, 2003). Sin
embargo, se ha relacionado la expresion de estos mismos antigenos a las HSC mads primitivas
(CD34+ CD133+ VEGFR2+), de las cuales pueden derivar tanto las células endoteliales como
las hematopoyéticas (Lu y cols., 2007; Bryder y cols., 2006), por lo que se ha sugerido la
existencia del hemangioblasto (progenitor comin que puede dar origen a células
hematopoyéticas y endoteliales). Pelosi y cols. (2002) demostraron que las células CD34+
VEGFR2+ procedentes de MO y de SCU son capaces de formar colonias mixtas
hematopoyéticas-endoteliales in vitro que podrian representar hemangioblastos. Sin embargo,
siguiendo la definicion estricta de hemangioblasto se requiere la demostracion de que estas
células son capaces de formar células endoteliales y hematopoyéticas pero no de otros linajes,
y principalmente la demostracion de su funcionalidad tanto in vitro como in vivo. No obstante,
hasta la fecha este progenitor comtin no ha sido demostrado en la MO del mamifero adulto
(Péault, 2010; Yin y Li, 2006).

El procedimiento de obtencion de las EPC incluye su capacidad de adhesion al plastico
o el uso de seleccion positiva utilizando anticuerpos contra marcadores como CD133, CD34 o
CD31. Después de aislarlas, las células son expandidas en cajas de cultivo cubiertos con

fibronectina o colédgena tipo 1 y se utiliza un medio con factores de crecimiento especificos,
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como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF por sus siglas en inglés), el factor
basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF por sus siglas en inglés) y el factor de
crecimiento epidermal (EGF por sus siglas en inglés), que facilitan el crecimiento de células
endoteliales (Ishikawa y cols., 2006).

Las cé¢lulas endoteliales estan involucradas en el desarrollo de los vasos sanguineos, en
un proceso regulado que involucra su proliferacién, migracion y remodelacion. Los vasos
arteriales entran en la MO y se dividen en arteriolas y capilares a través de todo el o6rgano;
estos pequefios vasos suministran a los sinusoides, los cuales estdn distribuidos alrededor del
seno central que a su vez sigue dentro de la vena emisaria y se une finalmente a la circulacion
venosa sistémica. Ademas, las células endoteliales forman una capa superpuesta para formar

las paredes de los sinusoides de MO (Fliedner y cols., 2002).

1.3 Componente Estromal

La mayoria de las células del componente estromal se originan a partir de una poblacion
de MSC. Estas se definen como células adherentes, clonogénicas, no fagociticas,
multipotentes, con morfologia fibroblastoide y plasticidad hacia diversos linajes celulares
como son: los osteoblastos, condrocitos y adipocitos (Short y cols., 2003).

Morfologicamente, las MSC se caracterizan por presentar una morfologia espigada, en
forma de huso, con la presencia de un nucleo alargado, central, que contiene de dos a tres
nucléolos (Figura 4) (Flores-Figueroa y cols., 2006). La principal fuente de MSC es la MO, no
obstante constituyen un pequefio porcentaje del nimero total de células en este organo
hematopoyético. Pittenger y cols. (1999), mostraron que solo el 0.01- 0.001% de células
mononucleares aisladas en un gradiente de densidad dan origen a colonias fribroblastoides
adherentes al plastico. Cabe mencionar que estas células también pueden localizarse en otros
tejidos del cuerpo humano como SCU, placenta y tejido adiposo, entre otros (Igura y cols.,
2004; Gronthos y cols., 2003). Se han logrado establecer cultivos siguiendo la metodologia
estandarizada a lo largo del tiempo, la cual consiste en cultivar células mononucleares (CMN)
obtenidas en la fraccion de baja densidad de un gradiente de Ficoll o Percoll, para después
retirar todas las células en suspension después de un dia de cultivo y cultivar a las células

adheridas a la caja de cultivo (Flores-Figueroa y cols., 2006).
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Figura 4. Microfotografia de una monocapa de MSC tefiidas con Wright Giemsa (400
aumentos) donde se puede distinguir la morfologia espigada, en forma de huso (corchete azul), con la

presencia de un ntcleo alargado (flechas negras).

Las MSC fueron caracterizadas inicialmente por Friedenstein y cols., (1976), quien las
aislo a partir de MO de ratones y cobayos, y las describié como células adherentes que
formaban parte del estroma medular y que daban origen al microambiente hematopoyético.
Dichas células fueron denominadas Unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F,
por sus siglas en inglés). Hasta la fecha, el ensayo de CFU-F es el mas utilizado para evaluar
la frecuencia de las MSC en la MO y consiste en sembrar células mononucleares en
densidades muy bajas y cultivarlas durante 14 dias para observar la formacion de colonias de
fibroblastos. En este ensayo cada colonia representa una MSC, lo que permite estimar su
frecuencia. Por otra parte, para evaluar in vitro la capacidad de las MSC para sostener la
hematopoyesis normal se utiliza el sistema de co-cultivo o sistema quimérico. Este ensayo
consiste en mantener en cultivo una capa de células adherentes, la cual provee sefales
necesarias para permitir la proliferacion, diferenciacion y maduracion de las células
hematopoyéticas (Figura 6) (Flores-Figueroa y cols., 2008).

Debido a la heterogeneidad para caracterizar a las MSC, en el ano 2006 la Sociedad

Internacional de Terapia Celular 6 ISCT (International Society Cellular Therapy) propuso tres
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criterios minimos para definir a estas células; primero, deben ser adherentes en cultivo;
segundo, expresar los antigenos CD73, CD90 y CDI105 en ausencia de antigenos
hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de monocitos, macréfagos y linfocitos B; y
tercero, las MSC deben ser capaces de diferenciarse in vitro en osteoblastos, adipocitos y
condrocitos bajo condiciones estandar de cultivo (Dominici y cols., 2006). Ademas de lo
propuesto por la ISCT se deben tener en cuenta 2 aspectos adicionales para clasificarlas como
células troncales: que las MSC presenten autorrenovacion; y que sean capaces de desarrollar
"plasticidad clonogénica" o diferenciacion hacia tejidos de diferentes capas embrionarias
como ectodermo y endodermo.

Dentro de los marcadores caracteristicos de las MSC, se encuentra la molécula CD73 6
S'ectonucleotidasa, esta es una glicoproteina cuya funcién bioldgica consiste en hidrolizar
nucledtidos extracelulares para permitir el ingreso de nucledsidos y asi generar ATP y GPT
como fuente de energia celular en células diferenciadas. No obstante, el papel que juega CD73
en las MSC se relaciona con mecanismos de adhesion celular ya que se ha encontrado co-
expresada con moléculas tipo alfa 2 integrinas (Strater, 2006). Las MSC aisladas de la MO
también expresan la molécula CD90 ¢ Thy-1, una proteina de la superfamilia de las
inmunoglobulinas y cuyo principal ligando es el CD45 (Craig y cols., 1993), ésta se expresa
entre el 10% y el 40 % de las células CD34+ y en mayor proporcion en el tejido conectivo. Sin
embargo, en células del estroma medular, aunque no se conoce su funcion, un estudio muestra
que si son sometidas a estrés celular mecadnico se diferencian hacia células similares a
osteoblastos disminuyendo notablemente la expresion de CD90, lo que podria mostrar que este
antigeno es un marcador de precursores mesenquimales tempranos que pueden diferenciarse
en osteoblastos (Wiesmann y cols., 2006). Por otra parte, la molécula CD105 también
conocida como endoglina, es una glicoproteina que forma parte del complejo del receptor del
factor de crecimiento transformante-beta (TGF-f). Esta molécula interviene en la regulacion
de distintos componentes de la matriz extracelular, como fibronectina y colageno, razén por la
cual se cree que esta relacionada con procesos de angiogénesis y reparacion vascular (Macias-
Abraham y cols., 2010; Duff'y cols., 2003).

Para la diferenciacion de las MSC a los distintos tejidos se utilizan suplementos
especiales en el medio de cultivo basal. Por ejemplo, para la diferenciacion osteogénica el

medio basal debe ser complementado con dexametasona, B-glicerofosfato, acido ascoérbico y
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suero fetal bovino (SFB). En presencia de estos suplementos las células forman agregados,
adquieren un cambio de morfologia, aumentan la actividad de la fosfatasa alcalina y producen
depositos de cristales de hidroxiapatita. Para la induccion de las MSC a precursores
adipogénicos, el medio basal se enriquece con: dexametasona, 3-isobutil-1-metil-xantina
(IBMX), insulina recombinante humana, indometacina y SFB; donde se observa la formacion
de vacuolas lipidicas. La diferenciacion condrogénica sucede cuando las células crecen
suplementando el medio basal con TGF-B1, dicha diferenciacion se comprueba mediante la
secrecion de proteoglicanos especificos de cartilago tefiidos con azul alciano 6 safranina O
(Dennis y Charbord, 2002).

Por otra parte, dentro del componente estromal también existen células de origen
hematopoyético como son los osteoclastos y los macréfagos, estos ultimos son los Unicos
elementos del estroma que presentan el antigeno CD45; pueden distinguirse gracias a que
expresan moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase 11 (MHC II), el antigeno
CDI14, CDllc y CD68. Dentro de la MO ¢éstos se localizan en diferentes sitios: como
macrofagos centrales en las islas eritroblasticas, en el endotelio y dispersos entre las células
hematopoyéticas. Estas células regulan la hematopoyesis mediante interacciones célula—célula,
y por medio de la secrecion de citocinas estimuladoras e inhibidoras de la hematopoyesis
(Mayani y cols., 1992). Por otra parte, los osteoclastos son las células encargadas de la
reabsorcion del hueso; éstas son células grandes (100 pum), multinucleadas, ricas en
mitocondrias y vacuolas, que contienen fosfatasa 4cida tartrato resistente para la
desfosforilacion de las proteinas (Kollet y cols., 2006). Sin embargo, su papel dentro de la
hematopoyesis no esta bien definido.

Para el estudio del componente estromal, los cultivos a largo plazo de MO (LTBMC
por sus siglas en inglés) descritos por Dexter han demostrado ser un elemento crucial, al
reproducir in vitro la hematopoyesis, mostrando el valor de las interacciones entre células
hematopoyéticas y el estroma (Dexter y cols., 1977). Las HSC en presencia de estroma pueden
autorenovarse y conservar su pluripotencialidad (Fraser y cols., 1992).

En conjunto, tanto las MSC y su progenie asi como las células de origen
hematopoyético, son componentes fundamentales dentro de la MO ya que forman un
microambiente adecuado dentro del cual interactiian con las células hematopoyéticas y regulan

sus procesos de proliferacion, diferenciacion y maduracion.
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2. Microambiente Hematopoyético

La hematopoyesis ocurre en sitios especificos denominados 6rganos hematopoyéticos
(Orkin y Zon, 2008), que comparten un ambiente especifico denominado microambiente
hematopoyético (MH). Este se define como una estructura tridimensional compleja altamente
organizada que regula la localizacién y fisiologia de las células hematopoyéticas, y consiste en
una red local de células estromales y los factores que secretan (Mayani y cols., 2007).

Durante la vida extra-uterina el principal 6rgano hematopoyético es la MO, la cual se
localiza dentro de los huesos trabeculares. El hueso trabecular estd compuesto por la corteza
que es una capa fuerte de hueso cortical (hueso compacto) y por la médula que es una red de
hueso trabecular (hueso esponjoso) donde se forman intersticios largos facilmente visibles que
contienen la MO (Figura 5A) (Bain, 2001).

La mayor parte del hueso cortical esta cubierto en la superficie externa por el periostio
que es una capa fibrosa y en la superficie interna por el endostio que es una capa de células
osteogénicas (osteoblastos y osteoclastos) (Figura 5A). El endostio también delinea al hueso
trabecular. Ademads, dentro de las lagunas del hueso trabecular y del hueso cortical se
encuentran los osteocitos (osteoblastos maduros) (Bain, 2001) (Figura 5B).

En los espacios intertrabeculares se encuentra la médula roja (células hematopoyéticas)
y la médula amarilla (tejido adiposo), cuya proporcion es dependiente de la edad (Bain, 2001).
En el neonato practicamente la cavidad entera de la MO esta conformada por células
hematopoyéticas proliferantes y pocos adipocitos, sin embargo, conforme avanza el desarrollo
el numero y tamafio de los adipocitos aumenta en forma lineal hasta que eventualmente, la
médula amarilla ocupa el 50% de la cavidad medular (Gimble y cols., 1996).

Asimismo, los espacios intertrabeculares (Figura 5C) estan ocupados por tejido estromal
conectivo (adipocitos, MSC y macréfagos) y parénquima (células hematopoyétias) y se
encuentran irrigados por una red vascular de arterias, capilares y sinusoides (Bain, 2001).

En la MO todos estos elementos en conjunto, regulan la hematopoyesis y permiten que
ocurra de manera normal, a través de la expresion de moléculas de adhesion y la secrecion de

factores como las citocinas, quimiocinas, matriz extracelular y morfégenos.
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Figura 5. Estructura de la médula 6sea. A) Microfotografia de un corte histologico de costilla
descalcificada donde se muestra la médula asi como el periostio (puntas de flecha blancas) y endostio
(puntas de flecha negras) de la corteza (25 aumentos); B) Acercamiento de una trabécula 6sea (cuadro

azul) donde se muestran osteocitos (flechas blancas) y osteoblastos (flechas negras) (400 aumentos); C)
Acercamiento de un espacio intertrabecular (cuadro negro) donde se muestran sinusoides (asterisco
gris), adipocitos (asterisco negro), una arteria (asterisco blanco) y un megacariocito rodeado de células
hematopoyéticas en diferentes estadios (punta de flecha gris) (400 aumentos) (Imagenes obtenidas y

modificadas de Neuroinformatica, 2011).

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular esenciales para la comunicacion
intercelular pues inducen: la activacion de receptores especificos de membrana, funciones de
proliferacion y diferenciacion celular, quimiotaxis e incluso apoptosis. Cada citocina, se une a
un receptor de superficie celular especifico, generando cascadas de sefalizacion celular que
alteran la funcion celular; esto incluye la regulacion positiva 6 negativa de diversos genes. Las
citocinas se caracterizan por su redundancia (citocinas distintas comparten funciones

similares) y su pleiotropia (accion sobre distintos tipos celulares) (Abbas y cols., 2008).

Algunas de las citocinas involucradas en los eventos de autorrenovacion asi como en el

mantenimiento de las HSC son: el Factor de células troncales (SCF por sus siglas en inglés),
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Tirosina de higado fetal 3 (FIt-3 por sus siglas en inglés), Interleucina 6 (IL-6),
Trombopoyetina (TPO) y TGF-f3, entre otras. No obstante, algunas de estas citocinas también
son necesarias para la diferenciacion terminal a un linaje particular, como es el caso de la
TPO. Por sus propiedades estas citocinas han sido utilizadas en combinacion para la expansion
ex vivo de las HSC (Dahlberg y cols., 2011; Flores-Guzméan y cols., 2005). Por otro lado, las
citocinas que intervienen en la transicion de las HSC a los HPC, tienen la capacidad de actuar
sinergisticamente con factores especificos del linaje y de inducir la proliferacién celular.
Algunas de estas citocinas son: el Factor estimulante de colonias de granulocitos monocitos
(GM-CSF por sus siglas en inglés) e Interleucina 3 (IL-3). Finalmente, la madurez de las
células sanguineas dependera de que existan los factores necesarios como: Eritropoyetina
(EPO), el Factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF por sus siglas en inglés), el
Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF por sus siglas en inglés) y TPO, entre

otras (Tabla 2).

Las quimiocinas son una familia de proteinas de bajo peso molecular que ejercen su
funcion uniéndose a receptores especificos que se expresan en la membrana de las células
sobre la que van a ejercer su funcion. Las quimiocinas presentan capacidad quimioatrayente y
proinflamatoria y estan involucradas en el trafico de células hematopoyéticas maduras y
primitivas (Juan y Colobran, 2009).

La matriz extracelular es una red compleja compuesta por macromoléculas; éstas
pueden ser de cuatro tipos: (1) coldgena (2) elastina (3) proteoglicanos (4) glicoproteinas
multifuncionales (laminina, fibronectina, tenascina, trombospondina y otras). Cada una
desempenia funciones de manera integrada con las demas; la colagena y la elastina constituyen
la arquitectura de la matriz extracelular; las glicoproteinas actian como moléculas de adhesion
del sustrato intercelular, importantes en las interacciones célula-célula y célula-matriz; los
glicosaminoglicanos y proteoglicanos tienen un papel fundamental en el equilibrio

hidroelectrolitico y acido-base (Reilly y Engler, 2010; Alberts y cols., 2008).
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_____ Citocna o Acion | Bibliografia

Citocinas que actlan en

Citocinas que acttan en la

Citocinas que actian en las HSC

la transicién de las HSC

maduracion de las células

hacia los HPC

hematopoyéticas

TPO

SCF

FIt3

IL-6

TGF-B

GM-CSF

IL-3

EPO

M-CSF

G-CSF

TPO

Sintetizada en rifidn, higado y musculo esquelético. Mantiene
la quiescencia de las HSC adultas. La transduccién de sefiales
de TPO y su receptor (cMLP) regula la quiescencia de las HSC
y la interaccién con el nicho endosteal.

Sintetizada por células estromales. Es indispensable en la
generacion de todos los linajes sanguineos. Mantiene la
quiescencia de las HSC en el nicho. Presenta accidon
sinergistica con diversas citocinas amplificando la generacién
de linajes mieloide y eritroide.

Se expresa preferencialmente en las HSC asi como en el
cerebro, la placenta y el higado. El ligando de FIt3 (FIt3-L) es
expresado por las células estromales como un factor de
unién de membrana o como factor soluble. Estimula a las
HSC por si solo o en cooperacion con otras citocinas. La
transduccién de sefiales FIt3/FIt3-L juega un papel
importante en la supervivencia, proliferacion y diferenciacién
de HSC.

Promueve la autorrenovacidon de las HSC. Presenta accion
sinergistica con citocinas como IL-3, SCF y TPO en la
proliferacion in vitro de HPC.

Modula en superficie celular la presencia de receptores a
citocinas de accion temprana y moléculas como CD34.
Reduce el ciclo celular de las células troncales y mantiene su
multipotencialidad.

Producido por linfocitos T activados y por otras células como
células endoteliales y monocitos. Induce la proliferacion de
los progenitores de granulocitos y macréfagos. Moviliza hacia
el torrente sanguineo a los HPC en alta concentracion.
Producido mayoritariamente por los linfocitos activados y
también por monocitos. Expansidon y proliferacion de
progenitores de todos los linajes. Accidén sinérgica con
diversas citocinas para la diferenciacion terminal a linaje
especifico.

Actua en la fase tardia de diferenciacién de los eritrocitos.
Mantiene la proliferacion y diferenciacion de CFU-E. Se ha
relacionado con la linfopoyesis B.

Producido por monocitos y macréfagos maduros activados.
Actia en la fase tardia de diferenciacion de monocitos-
macréfagos. Afecta el comprometimiento y expansion de
HPC hacia linaje mieloide.

Actia en la fase tardia de diferenciaciéon de granulocitos.
Moviliza hacia torrente sanguineo a HPC en alta
concentracion.

Induce el compromiso, mantenimiento y diferenciacion
terminal de megacariocitos, la produccion de trombocitos y
la liberacién de plaquetas.

Qiany cols., 2007.
Yoshihara y cols., 2007.

Caceres-Cortés, 2011.
Dahlbergy cols., 2011.
Thorény cols., 2008.

Citado en Katsumi vy
cols., 2011.

Dahlberg y cols., 2011.
Matsunaga y cols.,
1998.

Soderberg y cols., 2009.
Yamazaki y cols., 2009.

Shiy cols., 2006.

Dahlberg y cols., 2011.
Metcalf., 2008.

Singbrant y cols., 2011.

Junttila y cols., 2003.

De Figueiredo y cols.,
2004.

Qiany cols., 2007.

Tabla 2. Ejemplos de citocinas involucradas en el mantenimiento y diferenciacion de las HSC.
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Ademas, estas moléculas también juegan un papel importante en la sefializacion,
debido a que algunas interactian con los receptores que se encuentran en las células
hematopoyéticas. Asi mismo, pueden favorecer la interacciébn de las citocinas con sus
respectivos receptores (Reilly y Engler, 2010).

Los morfogenos son proteinas que dirigen el comportamiento de las células adyacentes
por medio del control transcripcional de genes que intervienen en la diferenciacion. A este
grupo pertenecen los miembros de la familia Notch, la familia Wingless (Wnt) y las proteinas
morfogénicas de hueso (BMPs por sus siglas en inglés), entre otras (Bovolenta, 2005). En la
hematopoyesis la via de sefializacion Notch se ha asociado con los procesos de proliferacion,
diferenciacion y muerte celular en casi todos los estadios del desarrollo. En general, la
activacion de esta via conduce a la supresion transcripcional de los genes especificos de linaje,
inhibiendo la diferenciacion en respuesta a sefales inductivas de la misma (Lévesque y cols.,
2010).

Las moléculas de adhesion son receptores de membrana que intervienen en diversas
funciones relacionadas con: interacciones entre células, adhesion de células a la matriz
extracelular, crecimiento, diferenciacion, migracion y apoptosis (Alberts y cols., 2008). En la
hematopoyesis, ademas de ayudar a la retencion de las HSC y los HPC, su activacion puede
servir como sefiales de proliferacion y/o sobrevida. De acuerdo a su estructura y funcion, las
moléculas de adhesion pueden clasificarse como: integrinas, cadherinas, selectinas, proteinas
tipo mucina y miembros de la familia de inmunoglobulinas. En particular, las integrinas 1 y
B2 establecen interacciones entre las células y componentes de la matriz extracelular como
fibronectina, coldgena, laminina y trombospondina o con moléculas membranales como la
molécula de adhesion celular vascular (VCAM-1 por sus siglas en inglés) y la molécula de
adhesion intercelular (ICAM por sus siglas en inglés). Todas estas proteinas involucradas en la
adhesion se expresan tanto en las células del MH como en las hematopoyéticas, lo que resulta

en una interaccion y regulacion estrecha entre éstas (Lévesque y cols., 2010).

2.1 Componentes v distribucién del microambiente hematopoyético

El MH se puede dividir en tres zonas: endosteal, vascular e intertrabecular, de acuerdo

a su estructura y principalmente por su funcién en el mantenimiento de las HSC, es decir, en la
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formacion del nicho hematopoyético; dicho término se refiere a una zona especifica dentro del
MH conformada por células especializadas y estructuras no celulares que regulan la
autorrenovacion y diferenciacion de las HSC (Bianco y cols., 2011).

En diversos estudios realizados en modelos murinos, se han localizado a las HSC por
inmunohistoquimica en secciones de hueso (Arai y cols., 2004; Calvi y cols., 2003; Zhang y
cols., 2003), por microscopia fluorescente (Nilsson y cols., 2001) o visualizandolas en tiempo
real por microscopia intravital bifotonica de marcadores fluorescentes (Lo Celso y cols., 2009;
Xie y cols., 2009), observandose que las HSC se encuentran cerca de los osteoblastos (nicho
endosteal) o en asociacion con el endotelio sinusoidal (nicho vascular).

Sin embargo, es posible que exista mas de un nicho y que las HSC cambien
dindmicamente su ubicacioén dentro de los nichos en respuesta a algln tipo de daio (Trumpp y
cols., 2010). Por otra parte, otros componentes celulares importantes de los nichos, tal vez no
estén restringidos al nicho endosteal o al vascular, incrementando asi la posibilidad de que
ambos nichos y la localizacion de las HSC forman un nicho dual (Ehninger y Trumpp, 2011;

Bianco y cols., 2011; Oh y Kwon, 2010; Méndez-Ferrer y cols. 2010).

2.1.1 Zona Endosteal

La zona endosteal estd conformada por osteoblastos, osteoclastos, macrofagos
(osteomacs) y MSC que expresan el receptor del factor de crecimiento nervioso (NGF-R por
sus siglas en inglés) (Figura 6) (Oh y Kwon., 2010; Lévesque y cols., 2010; Quinn y Saleh,
2009).

Los osteoblastos son células cuyas funciones principales son: la formacién de hueso
mediante la sintesis de matriz extracelular mineralizada (Deschaseaux y cols., 2009), la
reabsorcion del hueso induciendo la expansion, maduracion y activacion de los precursores de
los osteoclastos (Quinn y Saleh, 2009), y la formacion del nicho de las HSC (Oh y Kwon.,
2010; Lévesque y cols., 2010; Arai y cols., 2004; Calvi y cols., 2003; Zhang y cols., 2003).

El primer elemento sugerido en el nicho endosteal como critico para el mantenimiento
de las HSC fue el osteoblasto, pues se reportd que en ratones transgénicos con una delecion
inducible del receptor 1A de la proteina morfogénica de hueso (BMP-1A por sus siglas en

inglés), o en ratones mutantes que expresan constitutivamente el receptor 1 de la hormona
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paratiroidea en estas cé€lulas, presentan un numero incrementado de las mismas y a su vez de
HSC (Arai y cols., 2004; Calvi y cols., 2003; Zhang y cols., 2003). Por otra parte, los
osteoblastos al ser deletados condicionalmente en ratones transgénicos causan la movilizacién
de las HSC asi como de los progenitores al bazo (Visnjic y cols., 2004).

A nivel funcional, las HSC de ratones de la region endosteal purificadas por citometria
de flujo, mostraron una mayor actividad reconstitutiva comparada con las células obtenidas de
toda la zona central de la MO, sugiriendo que las HSC muestran diferencias funcionales
dependiendo de su lugar de origen dentro de la MO. De acuerdo con estos autores, las HSC
mas primitivas se localizan en el nicho endosteal (Grassinger y cols., 2010). Ademas, los
osteoblastos producen factores que estdn involucrados en la retencién y mantenimiento de las
HSC, incluyendo CXCL12 y osteopontina, ademas de factores que mantienen a las HSC en
quiescencia, incluyendo angiopoyetina 1(ANG-1), SCF ligando y TPO (Thorén y cols., 2008;
Yoshihara y cols., 2007; Arai y cols., 2004), siendo al parecer, una fuente exclusiva de este
ultimo (Arai y cols., 2009). Se ha demostrado que la via de sefializacion de TPO junto con su
receptor cMLP media la quiescencia de las HSC. Esto se reflejo en ratones c-MLP-/- que
presentaron numeros normales de HSC al momento de su nacimiento, el cual declind
progresivamente con la edad (Qian y cols., 2007; Yoshihara y cols., 2007).

Otro factor importante, relacionado con la retencion y mantenimiento de las HSC
producido por los osteoblastos es la N-cadherina. Esta molécula es una glicoproteina
transmembranal dependiente de calcio, mediadora de la adhesion homofilica célula-célula
entre los osteoblastos y las HSC (Haug y cols., 2008; Zhang y cols., 2003). Dos trabajos
publicados en el 2003 y el 2004 propusieron que los osteoblastos y las HSC son positivas para
la tincién inmunohistoquimica con un anticuerpo policlonal anti-N-cadherina (YS) (Arai y
cols., 2004; Zhang y cols., 2003). Sin embargo, ninguno de estos estudios identificé un papel
funcional de la N-cadherina en el nicho. Wilson y cols., (2004) encontraron en un modelo de
raton que las HSC con fenotipo LSK (Lin- Sca-1+ c-kit+) son una mezcla de células N-
cadherina positivas y negativas para el anticuerpo Y'S, sin embargo con este ensayo no quedo
claro si las células N-cadherina+ eran HSC repobladoras a largo plazo. Més tarde, Hosokawa y
cols. (2007), demostraron que especies reactivas de oxigeno disminuyen la expresion de la N-
cadherina en HSC murinas (Lin- Sca-1+ c-kit+ Side population) por RT-PCR cuantitativo y

propusieron un papel de la N-cadherina en la interaccion de las HSC y el nicho. En otro
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ensayo, se detecto la expresion de N-cadherina en HSC activadas (o en autorrenovacion) con
un fenotipo Flk2-LSK por citometria de flujo usando un anticuerpo monoclonal especifico
para N-cadherina (MNCD2) que fue verificado por RT-PCR. Este estudio indic6 que este
anticuerpo puede ser usado para identificar distintas subpoblaciones de HSC (Haug y cols.,
2008). Los autores concluyen que las células FIk2-LSK que expresan niveles intermedios de
N-cadherina son HSC quiescentes sin el potencial para reconstituir después de un trasplante a
un ratén irradiado, mientras que las células que expresan bajos niveles de N-cadherina son
HSC activadas con la capacidad de reconstituir a un ratén irradiado (Haug y cols., 2008). En
otro estudio, visualizaron la MO en tiempo real por medio de microscopia confocal y video de
dos fotones. Xie y cols., (2008) siguiendo la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP
por sus siglas en inglés) en los HPC de secciones aisladas de hueso, usando ademas
inmunodeteccion de CD31 y N-cadherina para identificar vasos sanguineos y osteoblastos
respectivamente. Estos autores observaron una tendencia de los HPC a estar en contacto
directo con osteoblastos N-cadherina+. Sin embargo, en otros dos trabajos se reporté la falta
de evidencia de la expresion de N-cadherina en HSC Flk2-LSK o en un poblacion enriquecida
en HSC (Lin- Sca-1+ c-kit+ y CD150+ CD48- CD41-) es decir, HSC LSK-SLAM (positivas
para LSK y positivas para la familia de receptores de moléculas sefialadoras de la activacion
linfocitaria (SLAM por sus siglas en inglés)). Ademads, estos autores encontraron que al deletar
condicionalmente la N-cadherina en las HSC de un raton, no se muestra una disminucion
significativa en la frecuencia de las HSC, en la hematopoyesis, en ensayos de repoblacion
competitiva a largo plazo o trasplantes seriales (Kiel y cols., 2009). Interesantemente, el grupo
del Dr. Suda encontr6 que la sobre expresion de un dominante-negativo (DN) para N-
cadherina inhibe la capacidad de alojamiento y repoblacion a largo plazo de las HSC, mientras
que la sobre expresion de N-cadherina silvestre, tiene un efecto opuesto (Hosokawa y cols.,
2010). Debido al bloqueo no especifico de los miembros de la familia de las cadherinas por el
DN-N-cadherina (Fujimori y Takeichi, 1993), este resultado abre la posibilidad de que la
adhesion celular sea mediada redundantemente por miembros de esta familia, lo que podria
estar involucrado en la respuesta de las HSC.

Considerando la evidencia anterior, podemos asumir que la N-cadherina es una
molécula importante para el mantenimiento de las HSC, sin descartar la idea de que las

interacciones de las HSC con el nicho estén mediadas redundantemente por la familia de las
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cadherinas, lo que explicaria porque el mantenimiento de las HSC en modelos de ratones
knockout condicionales para N-cadherina no parece verse afectado.

Por otra parte, en un estudio reciente se interrumpi6 el mecanismo de diferenciacion de
osteoprogenitores en un modelo murino y lo que se encontrd fue que los osteoprogenitores
osterix+, mas que los osteoblatos maduros osteocalcinat, son requeridos para el
mantenimiento de la hematopoyesis (Raaijmakers y cols. 2010). Sin embargo, son necesarios
mas estudios para definir la funcion de los osteoprogenitores en la formacion del nicho. Cabe
mencionar que los osteoprogenitores se han considerado como MSC nestina+, pues estos son
capaces de generar osteoprogenitores intermedios y eventualmente osteoblastos, que delinean
la superficie del endostio (Ehninger y Trumpp, 2011; Méndez-Ferrer y cols., 2010).

Otra célula importante en la regulacion de las HSC en el nicho endosteal, es el
osteoclasto. Los osteoclastos se organizan en estructuras especializadas encargadas de la
degradacion y digestion de matriz mineralizada, sin embargo se ha reportado su papel en la
movilizacion de las HSC hacia la circulacion, ya sea por una movilizacion inducida por estrés,
o por la presencia del ligando de unién al receptor activado de NFkB (RANKL) que es
producido por osteoblastos (Kollet y cols., 2006). Sin embargo, en un estudio se demostrd en
ratones tratados con un inhibidor especifico de osteoclastos (bifosfonatos), una disminucioén en
el nuimero de HSC en MO, un menor numero de LTC-IC, un incremento en las CFU-C y una
mayor fraccion de las HSC en la fase S/M del ciclo celular, sugiriendo que la funcién de los
osteoclastos es fundamental en el nicho de las HSC asi como en el mantenimiento de la
quiescencia (Lymperi y cols., 2011).

Por otra parte, en un estudio se report6d un papel critico para los monocitos/macrofagos
en la regulacion de las HSC en el nicho endosteal. Winkler y cols. (2010) eliminaron fagocitos
en dos modelos murinos; el primero fue un modelo murino MAFIA donde se eliminan
selectivamente macréofagos a través de la induccion de la apoptosis mediada por un promotor
Fas y el segundo fue un modelo murino tratado con liposomas de clodronato que es un
farmaco que elimina macréfagos. En este ensayo se observé la movilizacion de las HSC con
actividad repobladora; este fenotipo fue asociado con una disminucién en los trascritos de
CXCL12, ANG-1 y SCF en la MO total y en el componente endosteal. La pérdida de fagocitos
caus6 una disminucion significativa en la actividad de los osteoblastos disminuyendo la

formacion de matriz 6sea nueva asi como la expresion de osteocalcina en la MO (Winkler y
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cols., 2010). Mas sorprendentemente, la delecion con clodronato fue asociada con la pérdida
de macrofagos F4/80+ asociados especialmente con la zona endosteal, los cuales han sido
caracterizados previamente como osteomacs (Winkler y cols., 2010; Chang y cols., 2008).

Los osteomacs son macréfagos asociados a la zona endosteal y dentro de sus funciones
se han propuesto las siguientes: vigilancia inmunolégica del MH (fagocitosis, presentacion de
antigenos, etc); regulacion de la generacion y funcionamiento de los osteoclastos a través de la
produccion de IL-6, IL-1, Interferén 3 6 Factor de necrosis tumoral (TNF por sus siglas en
inglés); modulacion de la deposicion mineral y de la sintesis de matriz 6sea; direccion de la
actividad de los osteoblastos mediante la sintesis de factores como TGF-f, calcitriol y Proteina
morfogénica de hueso 2 (BMP-2 por sus siglas en inglés) (Chang y cols., 2008; Pettit y cols.,
2008).

Por otro lado, se ha reportado que las MSC NGF-R+ se localizan en la zona endosteal.
Jones y cols. (2010) demostraron que células CD45"" NGF-R+ aisladas de fragmentos de
hueso trabecular, son 65 veces mas frecuentes en comparacion a aspirados de médula 6sea, lo
que correlaciona con la frecuencia de CFU-F. Ademas, estas células presentan la capacidad
para diferenciarse a adipocitos, osteoblastos y condrocitos, comparten un inmunofenotipo de
MSC (CD73+ CD105+ CD13+) (Jones y cols., 2010; Kugi y cols., 2010); y funcionalmente
son capaces de soportar el crecimiento de HPC (Quirici y cols., 2002).

Finalmente, las HSC presentan al receptor del ion calcio (Ca>"), con el que perciben un
gradiente creado por la liberacion de este mineral dentro de la MO por la remodelacion
constitutiva del hueso mediada por los osteoblastos y los osteoclastos, lo que es importante
para el injerto de las HSC en el endostio (Adams y cols., 2006).

Considerando lo anterior, podemos concluir que los componentes celulares de la zona

endosteal juegan un papel muy importante en el mantenimiento de las HSC.

2.1.2 Zona vascular

La zona vascular estd conformada por las células endoteliales que forman a los
sinusoides (Hooper y cols., 2009), células reticulares adventicias que expresan CXCL12 (CAR

por sus siglas en inglés) en raton (Omatsu y cols., 2010; Sugiyama y cols., 2006), células
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CD146+ en humano (Tormin y cols., 2011; Sorrentino y cols., 2008; Sacchetti y cols., 2007) y
MSC Nestina+ en raton (Méndez-Ferrer y cols., 2010) (Figura 6).

El nicho vascular fue identificado en la MO de raton, utilizando marcadores de la
familia SLAM (CD150+ CD48- CD41-), los cuales son proteinas de superficie que estan
diferencialmente expresados en los HPC primitivos (Veillette, 2010). Con estos marcadores lo
que se observd fue que cerca de dos tercios de las HSC estan adyacentes a los sinusoides

endoteliales (Kiel y cols., 2005).

En este sentido, se ha demostrado que las células endoteliales son capaces de mantener
HSC en cultivo (Li y cols., 2004; Ohneda y cols., 1998). Asimismo, en diversos estudios se ha
demostrado el papel de las células endoteliales durante la regeneracion hematopoyética, es
decir, la infusion de células progenitoras endoteliales aceleraron la recuperacion de vasos
sinusoidales después de irradiacion, lo que fue asociado con una mayor recuperacion de la
celularidad de la MO y el nimero de HSC (Salter y cols., 2009). De manera similar, en otro
estudio se demostrd que la inhibicidon de la senalizacion de VEGFR2 durante la recuperacion
de la MO tras irradiacion, previene no solo la regeneracion de las células endoteliales que
forman el sinusoide, sino también la reconstitucion hematopoyética. Sefialando un papel
especifico de las células endoteliales en la regeneraciéon hematopoyética (Hooper y cols.,
2009). El papel de estas células en el nicho vascular se puede relacionar con la secrecion de
citocinas como IL-6, IL-11, IL-5, TGF-B, SCF, G-CSF, GM-CSF, M-CSF y el Factor
inhibidor de leucemia (LIF por sus siglas en inglés), asi como la secrecion de moléculas de
adhesion como E-selectina y VCAMI que son importantes para la movilizacion, “homing” e

injerto de las HSC (Wilson y Trumpp, 2006; Sipkins y cols., 2005).

Por otra parte, diversos estudios han sugerido que las HSC del nicho vascular estan
especificamente localizadas junto a las CAR, que a su vez rodean a las células endoteliales
sinusoidales y no expresan N-cadherina (Kiel y cols., 2009; Kiel y cols., 2005). Las CAR se
encuentran predominantemente en la zona vascular, aunque algunas pueden ser localizadas
cerca de los vasos sanguineos proximos al endostio (Omatsu y cols., 2010; Sugiyama y cols.,
2006). Su importancia en el nicho vascular se corroboro6 al eliminarlas en un modelo murino
con la expresion inducible del receptor de la toxina diftérica (DTR por sus siglas en inglés),

causando una disminucién en el niimero de las HSC y en la duracion de su ciclo celular. En
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los ratones deletados también se observd una reduccion en el numero de progenitores
eritroides y de células B. Asimismo, en el mismo trabajo se demostré que la mayoria de las
CAR expresan genes osteogénicos y adipogénicos, y tienen el potencial de diferenciarse hacia
estos linajes en cultivo. Lo que se corrobor6 al observar que la delecion de las CAR in vivo
afecta el potencial de diferenciacion de las células de la MO. Estos resultados en conjunto,
sugieren que las CAR son progenitores adipo-osteogénicos que promueven la autorrenovacion
y el ciclo de las HSC, y son requeridos para la proliferacion de células B, progenitores

eritroides y HSC (Omatsu y cols., 2010).

Por otro lado, se demostr6 que las MSC CD146+ humanas son una subpoblacion de las
MSC NGF-R+ localizandose en la zona vascular, mientras que la poblacién que se localiza en
la zona endosteal no expresa CD146, por lo que la expresion de este marcador permite ubicar
a las MSC NGF-R+ CD146+ como parte del nicho vascular. Cabe mencionar que la expresion
de CD146 se vio relacionado con las concentraciones de oxigeno, pues éste se sobre expreso
en normoxia y disminuy6 en condiciones hipdxicas (Tormin y cols., 2011). Tanto la poblacion
que expresa CD146 como la que no lo expresa tienen la capacidad de diferenciarse a
adipocitos, osteoblatos y condrocitos in vitro y al ser trasplantadas en ratones
inmunodeficientes forman hueso y tejido hematopoyético (Tormin y cols., 2011; Sorrentino y
cols., 2008; Sacchetti y cols., 2007). En este sentido, su multipotencialidad, morfologia y
ubicacion sugiere que estas células son la contraparte humana de las CAR de ratén (Nagasawa

y cols., 2011).

Méndez-Ferrer y cols. (2010), identificaron una poblacion de MSC nestina+ asociada
cercanamente a las células endoteliales y a las HSC. Esta poblacion es estrictamente vascular
y se encuentra estrechamente asociadas con fibras del nervio adrenérgico del sistema nervioso
simpatico (SNS) que regula la movilizacion de las HSC y es responsable de las oscilaciones
circadianas en el numero de HSC en circulaciéon (Méndez-Ferrer y cols., 2008; Katayama y
cols., 2006). Por otro lado, las MSC nestina+ expresan los mas altos niveles de factores de
transcripcion involucrados en el mantenimiento de las HSC con respecto a cualquier otra
célula estromal, como son CXCL12, SCF, ANG-1, IL-7, VCAMI1 y osteopontina. La
eliminacion de las MSC nestina+ por DTR, causa la movilizaciéon de aproximadamente el 50%
de las HSC al bazo, asi como el 90% de disminucion del homing de las células progenitoras en

los recipientes deletados (Méndez-Ferrer y cols., 2010). Debido a que las MSC nestina+ asi
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como las CAR han mostrado caracteristicas similares a las MSC, es probable que ambas
poblaciones se encuentren altamente relacionadas. En este sentido, las MSC nestina+ son
aproximadamente cuatro veces menos abundantes que las CAR, contienen toda la capacidad
de CFU-F dentro de la MO y son capaces de diferenciarse a osteoblastos, crondrocitos y
adipocitos, por lo que se ha sugerido que las MSC nestina+ pueden representar una poblacion

mas primitiva en comparacion con las CAR (Ehninger y Trumpp, 2011).

Considerando lo anterior, podemos decir que los componentes celulares de la zona

vascular juegan un papel importante en el mantenimiento de las HSC.

2.1.3 Zona intertrabecular

La zona intertrabecular se localiza en la mayor proporcion de la cavidad 6sea y ocupa el
espacio entre las trabéculas déseas. Esta zona esta conformada por adipocitos, macrofagos,
MSC, CAR, células hematopoyéticas en diferentes estadios, células endoteliales como parte de
los sinusoides, capilares y arterias (Lévesque y cols., 2010).

Los adipocitos constituyen el componente mas abundante del estroma medular en el
adulto y dentro de sus funciones se encuentran: el almacenamiento de triglicéridos circulantes,
como reservorio de energia (Gimble y cols., 1996) y en la regulacion de la hematopoyesis a
través de la secrecion de citocinas y otras moléculas (Chitteti y cols., 2010; Naveiras y cols.,
2009). Las citocinas que secretan han sido denominadas adipocinas, como son la adiponectina
y las prostaglandinas, las cuales tienen diversos efectos en la hematopoyesis (DiMascio y

cols., 2007; Yokota y cols., 2003).

Los receptores para la adiponectina (AdipoR1 y AdipoR2) se expresan en las HSC. Esta
molécula al interactuar con su receptor, es capaz de aumentar la proliferacion de las HSC y al
mismo tiempo retenerlas en un estado inmaduro, manteniendo asi su capacidad de repoblacion
a largo plazo (DiMascio y cols., 2007). Sin embargo, también se ha reportado que la
adiponectina puede tener efectos inhibitorios en células comprometidas, por ejemplo: en
cultivos a largo plazo inhibe la linfopoyesis B mediante la induccion de prostaglandinas en el
MH, lo que promueve la apoptosis de linfocitos (Yokota y cols., 2003). De manera similar, en

un estudio se reportd que los adipocitos bloquean la granulopoyesis por la inhibicion de G-
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CSF inducida por neuropilina-1 (Belaid-Choucair y cols., 2008). Por otro lado, Naveiras y
cols. (2009) compararon por citometria de flujo la actividad hematopoyética de regiones del
esqueleto murino que difieren en el contenido adiposo. Estos autores demostraron que las HSC
y los progenitores disminuyeron su frecuencia en la vértebra rica en adipocitos de la cola del
ratobn en comparacion con la vértebra del torax practicamente libre de adipocitos. En este
mismo trabajo, los autores también evaluaron la actividad hematopoyética por ensayos de
repoblacion competitiva en ratones genéticamente incapaces de formar adipocitos (A-ZIP/F1
sin grasa) y en ratones tratados con un inhibidor de la adipogénesis (Bisfenol-A-DiGlicidil-
Eter), obteniéndose que el injerto post-irradiacién en médula fue acelerado en comparacion a
los ratones silvestres o a los ratones no tratados. Estos trabajos en conjunto, implican a los

adipocitos como reguladores predominantemente negativos del MH.

Otro componente importante en la promocion del mantenimiento y la retencion de las
HSC son los monocitos/macrofagos. Chow y cols, (2011) utilizaron 4 modelos diferentes para
eliminar poblaciones de monocitos/macrofagos en MO de ratdn, incluyendo liposomas de
clodronato, el modelo murino MAFIA ya descrito y animales transgénicos en donde DTR es
expresado por las regiones promotoras de Gr-1 6 CD169. En todos los casos, la pérdida de
monocitos y/o macréfagos fue asociada con la movilizacion de las HSC de la MO hacia sangre
periférica y bazo; esto fue asociado con una reduccion del 40% en la proteina CXCL12 en el
fluido extracelular de la MO, debido a que CXCL12 media la activacion del receptor CXCR4
en las HSC como sefal de retencion critica en el nicho (Broxmeyer, 2008; Lapidot y Petit,

2002).
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Figura 6. Representacion esquematica de los nichos presentes en la médula d6sea. El nicho endosteal se forma entre las HSC quiescentes y las

c¢lulas que rodean la trabécula (osteoblastos, osteoclastos, osteomacs y MSC NGFR+). El nicho vascular se forma entre las HSC quiescentes, las

HSC activadas y los sinusoides endoteliales, rodeados de CAR, de MSC nestina+ y de células CD146+.
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2.1.4 Formacion de un nicho dual

La hipotesis de que un tipo celular estd presente en diferentes sitios dentro del nicho
medular, nos conduce a la posible formacién de un nicho dual. De acuerdo a lo reportado por
Méndez-Ferrer y cols. (2010), una de las poblaciones que permite la formacion del nicho dual
es la poblacion de las MSC nestina+.

Las MSC nestina+ asi como las CAR se encuentran tipicamente en la zona vascular,
sin embargo también se han encontrado aunque en menor frecuencia en la cercania de la zona
endosteal (Méndez-Ferrer y cols., 2008). Estas células también parecen mediar la capacidad de
la hormona paratiroidea para incrementar el numero de HSC, la cual ha sido previamente
correlacionada con un incremento en el nimero de osteoblastos y a su vez con el incremento
de HSC (Adams y cols., 2006; Calvi y cols., 2003). La hormona paratiroidea estimula
directamente la proliferacion de las MSC nestina+ mientras que simultaneamente promueve su
diferenciacion hacia osteoblastos (Méndez-Ferrer y cols., 2010). Interesantemente, los
sinusoides endoteliales con asociacion a las MSC/CAR son también encontrados directamente
en el endostio. Esto eleva la posibilidad de que las HSC ubicadas en la zona endosteal, siguen
siendo parte de un nicho perivascular. No obstante, algunas HSC de MO localizadas lejos de
la superficie del hueso podrian simplemente ser atrapadas en secciones histologicas durante la

migracion de un nicho al vaso (Wright y cols., 2001).

Otra poblacién que podria estar involucrada en la formacion del nicho dual son los
monocitos/macréfagos de MO (Chow y cols.,, 2011; Winkler y cols., 2010), pues al
eliminarlos se observo la movilizacion de las HSC de la MO hacia sangre periférica y bazo, lo
que fue relacionado con la disminucion de diversas citocinas en las MSC nestina+ (Chow y
cols, 2011). Asimismo, la pérdida de macrdéfagos, principalmente ostomacs, causd una
disminucién significativa en la actividad de los osteoblastos en la superficie del hueso y la
disminucién de la expresion de osteocalcina en la MO (Winkler y cols., 2010). Estos datos
sugieren que los fagocitos de diferentes tipos, son probablemente parte de ambos nichos y
fungen como reguladores positivos de las MSC perivasculares y de los osteoblastos
endosteales. Considerando todo lo anterior, podemos concluir que existen poblaciones
celulares que al no estar restringidas exclusivamente al nicho endosteal o al nicho vascular,

incrementan la posibilidad de la existencia de un nicho dual.
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No obstante, se ha postulado la existencia de dos nichos distintos, uno que contiene a
las HSC quiescentes y uno que contiene a las HSC activadas o en autorrenovacion (Trumpp y
cols., 2010). Ambos nichos pueden recaer en las MSC vasculares, sin embargo el nicho
endosteal puede mantener una pequefa poblacion de HSC quiescentes por la presencia
adicional de los osteoblastos TPO integrados en un microambiente rico en calcio. Ademas,
existe un alto nivel de oxigeno en el nicho vascular en comparacion con la region hipoxica del
nicho endosteal (Mohyeldin y cols., 2010; Parmar y cols., 2007), por lo que se ha postulado
que las HSCs localizadas en la region hipdxica, tras una estimulacion pueden moverse al nicho
vascular donde el nivel incrementado de oxigeno influye a las HSCs para diferenciarse y salir

a sangre periférica como células maduras (Iwasaki y Suda, 2009).

Con todo lo anterior, podemos concluir que los elementos del MH son de suma
importancia para la homeostasis de la hematopoyesis, por lo que alteraciones en alguno de
estos componentes pueden resultar en el desarrollo y progresion de enfermedades

hematoldgicas (Lund, 2000).

3. Leucemia Mieloide Cronica

La leucemia mieloide cronica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa clonal que se
origina en las HSC y que esta caracterizada por la presencia del cromosoma Filadelfia (Ph por
sus siglas en inglés) y su producto oncogénico BCR-ABL (Chavez-Gonzalez y cols., 2009).

Esta enfermedad representa del 15% al 20% del total de las leucemias y su incidencia
en los paises occidentales se estima en 1 a 2 casos por cada 100 000 personas por afio. El 85%
de los casos se diagnostican en la fase cronica de la enfermedad y alrededor del 50% de ellos
tienen un diagnostico accidental por medio de un examen sanguineo de rutina. La edad media
de su aparicion es de 53 afios y la incidencia maxima se encuentra entre los 40 y 60 afios,
predominando ligeramente en hombres, con una relacion de 1.3:1 (Rohrbacher y Hasford,
2009; Hehlmann y cols., 2007).

El diagnostico de la LMC se realiza por analisis de sangre periférica y biopsia de MO,
ademds de un analisis citogenético para detectar la presencia del cromosoma Ph (O’Brien y
cols., 2010; Hehlmann y cols., 2007). La sangre periférica generalmente muestra una

leucocitosis que implica células en todos los estadios de diferenciacion, dentro de la linea
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mieloide. La MO es marcadamente hipercelular, con pérdida de los espacios grasos normales
y un incremento de la relaciéon mieloide eritroide debido a la predominancia de células
mieloides, en particular neutréfilos y mielocitos (O’Brien y cols., 2010; Quintds-Cardama y

Cortes, 20006).

3.1 Caracteristicas clinicas de la LMC

La LMC se caracteriza por un curso bifésico o trifasico. El paso de una fase a otra se
define mediante la evolucidon de parametros clinicos y analiticos. El 80% de los pacientes se
diagnostican en fase cronica (FC), evolucionando a fase acelerada (FA) para terminar en crisis
blastica (CB). El 20% restante evoluciona directamente a CB sin previo paso por FA. De
¢éstos, aproximadamente un 10% se presentan directamente en FA o CB. Los sintomas mas
frecuentes referidos por los pacientes por orden de frecuencia son: astenia, anorexia o pérdida
de peso, sudoracidon, fiebre, dolores o6seos, cefalea, dolor esternal, hepatomegalia y
esplenomegalia (O’Brien y cols., 2010; Quintas-Cardama y Cortes, 2000).

La FC se caracteriza por una gran cantidad de células mieloides con una maduracion
normal. La mayoria de los pacientes presentan anemia y esplenomegalia. La celularidad en la
MO incrementa con la proliferacion y maduracion reflejada en la sangre periférica. El
diagnostico de la enfermedad va precedido en muchos casos por un periodo de varios meses
en que los pacientes presentan sintomas inespecificos, siendo la esplenomegalia el dato mas
frecuente en la exploracion fisica inicia (O’Brien y cols., 2010).

En la FA las células leucémicas pierden la capacidad para una diferenciacion terminal y el
resultado es una leucemia aguda, la cual es muy resistente a la quimioterapia. Se define por la
presencia de uno o mas de los siguientes criterios (O’Brien y cols., 2010):

1. Persistencia en el incremento del recuento de leucocitos y/o persistencia de
esplenomegalia que no responde a la terapia.

Persistencia de trombocitosis no controlada con la terapia.
Persistencia de trombocitopenia no relacionada a la terapia.
Evolucioén clonal citogenética.

20% o mas de basofilia en sangre periférica.

A i

10-19% mieloblastos en sangre o MO.
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La CB consiste en el paso de la fase cronica a un cuadro semejante al de la leucemia
aguda, con la invasion relativamente rapida de la MO, la sangre periférica y a veces otros

organos por blastos (O’Brien y cols., 2010).

3.2 Caracteristicas bioldgicas y moleculares de la LMC

3.2.1 Cromosoma Filadelfia

La LMC es un padecimiento hematoldgico directamente asociado a la presencia de una
anormalidad cromosdmica, ya que mas del 95% de los pacientes presentan el cromosoma Ph,
mientras que el resto de los pacientes presentan translocaciones que no pueden ser detectadas
por analisis citogenéticos rutinarios o tienen translocaciones complejas que involucran la
participacion de un tercer cromosoma (Chavez-Gonzalez y cols., 2009).

El cromosoma Ph es una anormalidad citogenética adquirida, presente en las células de
la LMC. Se forma como resultado de una translocacion reciproca de material genético del
brazo largo del cromosoma 9 y del brazo largo del cromosoma 22 referido como
t(9;22)(q34;q11). Esta translocacion, da como resultado una yuxtaposicion de secuencias 3’
del proto-oncogén ABL (Abelson) presente en el cromosoma 9, con las secuencias 5’ del gen
BCR (breakpoint cluster region) que se encuentra en el cromosoma 22. Este hecho conduce a
la formacién del gen quimérico de fusion BCR-ABL (Quintds-Cardama y Cortes, 2009;
Deininger y Druker, 2003). Este gen quimérico, transcribe un mRNA que codifica una
proteina con actividad constitutiva de cinasa de tirosina. Dependiendo de la localizacion del
punto de ruptura en el gen BCR, la proteina de fusion puede variar en tamafio (Quintés-
Cardama y Cortes, 2009) (Figura 7). En la LMC, la mayoria de las veces la ruptura ocurre
centralmente, es decir, entre exones 12 y 16 (también conocidos como exones bl a b5), en una
region designada como el grupo mayor de ruptura (M-BCR) expresando asi una proteina de
210 kD (p210 BCR-ABL). Cabe mencionar que la posicion del punto de ruptura en el gen
ABL es altamente variable y puede ocurrir en casi cualquier posicion rio arriba del exén a2.
Por otro lado, en dos tercios de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda Ph-positivo
(LLA Ph+) se expresa una proteina de 190kD (p190 BCR-ABL), que surge de la ruptura en el

primer intron del gen BCR, en un area denominada grupo menor de ruptura (m-BCR) entre los
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exones el y e2. Por otra parte, los pacientes con leucemia neutrofilica cronica asociada al
cromosoma Ph expresan una proteina mas larga (230kD) (p230 BCR-ABL), como resultado
de la ruptura entre los exones €19 y €20 de la region micro (u-BCR) (Quintas-Cardama y
Cortes, 2009; Deininger y Druker, 2003).

El gen ABL celular es el homdlogo humano del gen viral ABL (v-ABL), oncogén que
lleva el virus de la leucemia murina de Abelson (Abelson y Rabstein, 1970). Este codifica para
una proteina con actividad de cinasa de tirosina, que puede localizarse en el ntcleo y participar
en la transcripcion del acido desoxirribonucleico (DNA por sus siglas en inglés) al acido
ribonucleico (RNA por sus siglas en inglés), en la regulacion del ciclo celular y en la
genotoxicidad, no obstante en los HPC y en neuronas, ABL se encuentra principalmente en el
citoplasma interviniendo en el moldeo del citoesqueleto y procesos de sefializacion (Quintas-

Cardama y Cortes, 2009; Deininger y Druker, 2003; Goldman y Melo, 2003).

Cromosoma 9 alterado

Cromosoma Ruptura Inhibicién de apoptosis
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Figura 7. Representacion esquematica del cromosoma Filadelfia. En la figura se muestran los

cromosomas 9 y 22 normales, la ruptura e intercambio cromosémico que dan como resultado al
cromosoma Filadelfia (BCR-ABL) asi como los eventos que conducen al fenotipo leucémico

(Modificado de Winslow, 2007).

El gen BCR esta situado en el brazo largo del cromosoma 22 (22ql1) y su expresion
puede ser tanto en nticleo como en citoplasma. En el ntcleo, la proteina BCR se asocia con el

DNA condensado en la interfase y metafase del ciclo celular. BCR tiene actividad serina,
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treonina cinasa con actividad enzimatica en el primer exdn, ésta puede autofosforilarse asi
como a los principales sustratos y por ende, se propagan sefiales celulares. BCR tiene
homologia con las proteinas G a diferentes niveles. Estas proteinas son agentes fundamentales
en la sefalizacion intracelular, organizacion del citoesqueleto, el crecimiento celular y el
desarrollo normal; la homeostasis dentro de este proceso se mantiene por la enzima guanosina
trifosfato (GTPasa) la activacion de las proteinas, guanina y factores de intercambio de
nucléotidos (Quintas-Cardama y Cortes, 2009; Deininger y Druker, 2003; Deininger y cols.,
2000).

Una de las mas notables diferencias entre la proteina ABL normal y el BCR-ABL esta
dada por sus contrastantes localizaciones en la célula (Goldman y Melo, 2003). La proteina
ABL aparece tanto en el nicleo como en el citoplasma y puede ir de un lado a otro entre esos
2 compartimentos bajo la influencia de las sefiales de localizacion nuclear y los dominios de
sefiales de salida del nucleo, mientras que el BCR-ABL es exclusivamente citoplasmatico. El
ABL nuclear es esencialmente una proteina pro-apoptética, que tiene una funcion clave en la
respuesta celular al estrés genotoxico. En contraste, el BCR-ABL es intensamente anti-
apoptotico, a pesar de que retiene la zona de localizacion del ABL nuclear y las secuencias de
salida del nucleo. La principal razon por la cual el BCR-ABL es retenido en el citoplasma es
su actividad cinasa de tirosina activada constitutivamente (Quintds-Cardama y Cortes, 2009;
Deininger y Druker, 2003; Goldman y Melo, 2003).

Se han implicado tres posibles mecanismos en el desarrollo de la LMC y estos son:
activacion constitutiva de sefiales mitogénicas, adhesion reducida de células al estroma y

matriz extracelular, y apoptosis reducida.

3.2.2 Activacion constitutiva de sefiales mitogénicas

El nimero de vias que puede activar BCR-ABL es extenso ya que sus dominios pueden
interactuar con diferentes proteinas adaptadoras involucradas en multiples cascadas de
sefializacion. Dentro de estas vias, se encuentran la via de Ras, la via de fosfadilinositol-3
cinasa (PI3K) y la via de las MAP cinasas (MAPK). Esta activacion resulta en un incremento
en la proliferacion y sobrevida celular (Quintds-Cardama y Cortes, 2009; Marley y Gordon,

2005; Deininger y Druker, 2003). Las proteinas Ras estan implicadas en diversas vias de
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sefalizacion celular que controlan diferentes fendmenos como: apoptosis, proliferacion,
diferenciacion, adhesion, integridad del citoesqueleto y migracion celular (Quintas-Cardama y
Cortes, 2009; Deininger y cols. 2000). Por otra parte, la via PI3K funciona en la regulacion del
metabolismo lipidico fosfoinositidico y en la generacion de segundo mensajeros lipidicos
relacionados con la transduccion de sefiales. Se ha visto que una subunidad de esta proteina se
fosforila en residuos tirosina en células que expresan BCR-ABL y forma complejos con cbl'y
moléculas adaptadas crk y crkl. PI3K estéd activado de forma constitutiva por la translocacion
BCR-ABL jugando un papel importante en su transformacion. Y finalmente, la activacion de
la via Jak-Stat (Statl y Stat5) contribuye a la transformacién maligna en células BCR-ABL
que no requieren previa fosforilacion de proteinas Jak, llevandolas a un efecto anti-apoptotico
e implicando la activacion transcripcional de Bcl-cL (Quintas-Cardama y Cortes, 2009;

Deininger y Druker, 2003).

3.2.3 Adhesion reducida al estroma celular y a la matriz extracelular

La LMC esta clinicamente caracterizada por que la MO libera prematuramente células
progenitoras, un fendmeno que puede atribuirse a defectos en las propiedades de adherencia de
estas células. Los efectos de la proteina BCR-ABL intracelular en un sustrato especifico,
puede causar una alteracion en la estructura del citoesqueleto, que provoca una perturbacion
dentro y fuera de las moléculas de adhesion (Deininger y Druker, 2003; Pelletier y cols.,
2004). Se ha sugerido un importante papel de las integrinas 3 en la interaccion entre el estroma
y las células progenitoras. Las células en la LMC expresan una inhibicion en la adhesion de la
variante integrina B1 no encontrada en los progenitores normales (Chavez- Gonzélez y cols.,

2009; Lewis y cols., 1996).
3.2.4 Inhibicion de la apoptosis

En la LMC, multiples mecanismos contribuyen a la inhibicion de la apoptosis. La
fosforilacion y la activacion de la via PI3K es una ruta importante por la que la proteina BCR-

ABL ejerce su efecto anti-apoptotico. Esta via activa a la proteina cinasa B (PKB por sus

siglas en inglés), resultando en la fosforilacion y en la activacion de la proteina pro-apoptotica
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BAD, un miembro de la familia Bcl-2. La familia de proteinas Bcl-2 esta constituida por 15
miembros, algunos de ellos activan (Bad, Bax, Bid) y otros inhiben la apoptosis. Las proteinas
inhibidoras de la apoptosis representadas por Bcl-2, Bel-xl y Mcl-1 se insertan como proteinas
integrales en la membrana del reticulo endoplasmatico, membrana nuclear y membrana
externa de las mitocondrias estabilizdndolas, asegurando su integridad, evitando el aumento de
permeabilidad y por ende de la apoptosis (De Castro y cols., 2005).

Por otro lado, BCR-ABL media la activacion de STATS y el incremento de los niveles
de Bcl-xI pueden aumentar la resistencia a apoptosis. Por lo tanto, la generacion de apoptosis o
anti-apoptosis dependera del predominio de proteinas de la familia Bcl-2 pro-apoptoticas

(Bad, Bax) versus anti-apoptoticas (Bcl-2, Bel-x1) (Quintas-Cardama y Cortes, 2009).

3.3 Tratamientos utilizados en el manejo de la LMC

En toda enfermedad, la eficiencia de un tratamiento esta determinada por distintos
criterios, siendo el mas importante de ellos la tasa de supervivencia de los pacientes. En el
caso de la LMC, los criterios establecidos incluyen: la remision hematoldgica completa (CHR
por sus siglas en inglés) es decir la cuenta normal de células sanguineas (incluyendo las
células blancas); la desaparicion completa de signos y sintomas de la enfermedad; y la
respuesta citogenética completa (CCR por sus siglas en inglés), caracterizada por la ausencia
total de metafases Ph+ (O’Brien y cols., 2010; Chavez-Gonzalez y cols., 2009).

Hasta la década de 1980, la LMC fue considerada inexorablemente fatal ya que
existian tratamientos que ofrecian a los pacientes la disminucidn de la sintomatologia pero sin
prolongacion de vida. El busulfan fue incluido en el tratamiento contra la LMC aunque es
extremadamente toxico para los HPC. Las siguientes drogas efectivas en el tratamiento de la
LMC fueron la hidroxiurea y la citarabina (o arabinosido de citosina) que presentan menor
efecto toxico que el busulfan. Su efecto principal es bloquear la proliferacion, actuando
especificamente en la fase de sintesis del ciclo celular, lo que provoca una disminucién en la
cuenta leucocitaria, asi como disminucion del tamafo del bazo. Sin embargo, son incapaces de
inducir remisiones citogenéticas, excepto cuando se usan a muy altas dosis, lo que causa gran

toxicidad y dafio no selectivo en células normales en division (Chavez-Gonzalez y cols.,
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2009). Con el empleo de estas drogas el paciente progresa a la fase acelerada y finalmente a la
crisis blastica en un periodo promedio de 58 meses (Fausel, 2007).

El interferon alfa (IFN-a), fue introducido como tratamiento principal en la LMC a
principios de la década de 1980, este farmaco es capaz de suprimir la proliferacion celular en
la LMC y prolongar asi la supervivencia de los pacientes. Esta glicoproteina con propiedades
antivirales y antiproliferativas demostrd su superioridad por encima del busulfan y Ia
hidroxiurea, pues si es empleado durante la fase cronica de la enfermedad produce CHR en
80% de los pacientes y CCR en 26% de los mismos. Al ser utilizado en combinaciéon con
citarabina se obtienen mejores resultados, alcanzando 91% de CHR y 58% de CCR (Chéavez-
Gonzalez y cols., 2009; Quintas-Cardama y Cortes, 2006). Desde el punto de vista bioldgico y
molecular el IFN-a puede generar toxicidad selectiva contra la clona leucémica, incrementar la
regulacion inmune y/o modular la hematopoyesis a través del MH (Tsao y cols., 2002), esto
ultimo se logra al restaurar la adherencia al estroma de células CD34+ mediante la induccion
de moléculas como L-selectina, f2-integrina, I[CAM-1 e ICAM3 (Martin-Henao y cols., 2000).

Hasta el momento, el Unico tratamiento que ofrece a una proporcién substancial de
pacientes con LMC la probabilidad de una supervivencia libre de leucemia a largo plazo (LFS)
y la posibilidad de curacion, es el trasplante alogénico de HSC derivadas de SPM 6 MO de un
donador HLA-idéntico (Haplotipos-idénticos) (Chavez-Gonzalez y cols., 2009; Quintés-
Cardama y Cortes, 2006). Datos recogidos por el Registro de Trasplantes de Médula Osea
(IBMTR por sus siglas en inglés) mostraron una LFS a los 18 afos del 50% (Quint4s-Cardama
y Cortes, 2006). No obstante, sélo cerca del 30% de pacientes tienen uno o mas hermanos
genéticamente idénticos en cuanto a HLA y utilizando limites de edad convencionales, el 50%
de pacientes no entrardn en el rango de edad (>55 afios) para un trasplante (Mughal y
Goldman, 2001). De este modo, sé6lo el 15% de todos los pacientes seran elegibles como
donantes para trasplantes. Por lo tanto, los esfuerzos se han centrado en encontrar otras
opciones de tratamiento a nivel molecular, generando asi fAirmacos mas especificos y con
menos dafios colaterales.

Entre estos farmacos, el primero en surgir fue el STI571 (ahora IMATINIB; Gleevec®,
Novartis Pharmaceuticals), el cual es una molécula pequefia que funciona como un inhibidor
de cinasa de tirosina; los casos de resistencia a este farmaco, han llevado a proponer el uso de

dos nuevos inhibidores de BCR-ABL (2* generacion). El primero, denominado Nilotinib
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(AMN107) fue desarrollado por Novartis Pharmaceutical y ha mostrado disminuir entre 20 y
50 veces mas la proliferacion de células que expresa la proteina BCR-ABL que el Imatinib
(Weisberg y cols., 2006). El otro inhibidor, nombrado formalmente Dasatinib (BMS-354825)
y desarrollado por Bristol-Myers Squibb, es una molécula inhibidora dual capaz de bloquear la
actividad cinasa tanto de ABL como de SRC; estudios in vitro han demostrado que este
farmaco es capaz de inhibir hasta 300 veces mas la proliferacion de diversas lineas celulares
transfectadas con las formas silvestres y mutantes de BCR-ABL, asi como de disminuir la
proliferacion de HSC en donde ademds se detecta una disminucion de la actividad cinasa

(Copland y cols., 2006).

3.3.1 Imatinib: Mecanismo de accion y efectos biologicos

Siguiendo la observacion de que la proteina BCR-ABL tiene un papel central en la
patogénesis de la LMC, se hicieron esfuerzos para desarrollar tratamientos que inhibieran la
actividad constitutiva de la cinasa de tirosina asociada a ABL. Uno de estos componentes fue
el Imatinib, una 2-fenilaminopirimidina STI 571 (conocido previamente como CGP 57148B).
Esta es una molécula pequefia antagonista con actividad frente a las cinasas de tirosina
proteinicas. El Imatinib actiia especificamente bloqueando el lugar de union para el ATP en la
cinasa ABL, lo que inhibe la capacidad de ésta para transferir grupos fosfato desde el ATP y
residuos de tirosina fosforilados de proteinas sustratos, lo que a su vez, impide la transduccion
de las senales necesarias para la proliferacion celular y la apoptosis inducida por ABL. De este
modo la via especifica de transduccion de sefiales activada anormalmente en el proceso de
transformacion leucémica resulta inactivada por el Imatinib (Figura 8) (De Kogel y Schellens
2007; Savage y Antman, 2002).

Druker y cols., (1996) demostraron que la molécula STI 571 suprime selectivamente el
crecimiento de lineas celulares de LMC y colonias BCR-ABL+ obtenidas de pacientes con
LMC, demostrando la inhibicion de todas las cinasas de tirosina ABL (ABL celular, ABL viral
y BCR-ABL) (Druker y cols., 1996). En 1999 se presentaron los resultados preliminares con
el farmaco, ya nombrado mesilato de Imatinib. Su introducciéon como agente terapéutico
estuvo precedida por los estudios que permitieron avalar sus resultados. La fase I comenz6 en

1998 en 3 centros de los Estados Unidos de Norteamérica e inicialmente solo se incluyeron
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pacientes en FC resistentes o intolerantes al interferon. Al observarse buenos resultados se
permitid la inclusiéon de pacientes en fases avanzadas. Este estudio fue realizado con el
objetivo de establecer la tolerancia, la dosis maxima a utilizar y la posibilidad de obtener
evidencias tempranas sobre el efecto antileucémico basado en respuesta hematoldgica y
citogenética (Cohen y cols., 2002). Se utilizaron dosis escalonadas y consté de 2 grupos
separados: uno comprendia los casos de FC y el otro incluyo pacientes con LMC en CB, con
LLA Ph+y con LMA (De Kogel y Schellens 2007; Deininger y cols., 2005). Se lleg6 a la
conclusion de que el medicamento era bien tolerado y los efectos secundarios eran poco
frecuentes, ademas se consigui6 respuesta hematologica y citogenética en todas las fases de la
enfermedad en un tiempo relativamente corto (De Kogel y Schellens 2007; Cohen y cols.,

2002).
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Figura 8. Representacion esquematica del modo de accion del inhibidor de cinasa de tirosina:

Imatinib.

La fase II permitiéo confirmar los resultados de la fase 1. Estuvo constituida por 3
estudios: uno que incluyé pacientes con LMC en FC con criterios de resistencia a INF-o y en
los otros 2 se incorporaron pacientes con LMC en fases avanzadas. Estos estudios eran
multicéntricos, internacionales, con criterios amplios de inclusion y permitieron el uso de
dosis escalonadas en caso de respuesta insuficiente o pérdida de la respuesta conseguida. Se

concluyo que el tratamiento prolongado con Imatinib después del fallo al tratamiento con INF
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era bien tolerado y permitia alcanzar tasas altas de respuestas (Kantarjian y cols., 2002; Talpaz
y cols., 2002; Sawyers y cols., 2002).

La fase III consisti6 en el estudio internacional aleatorizado en el que se compar6 el
INF-a con el Imatinib. Los puntos a valorar en ambas poblaciones fueron: la supervivencia
libre de progresion, la calidad de vida y la toxicidad relacionada con la enfermedad y con el
tratamiento. Tras el andlisis de los datos del ensayo, se realizd una enmienda que permitid a
los pacientes del grupo del INF-o/citarabina cambiar a Imatinib si no aparecia una respuesta
citogenética mayor después de un ano de tratamiento, en lugar de los 2 afios propuestos
inicialmente. Las conclusiones fueron que el Imatinib era efectivo como terapia de primera
linea en la LMC en FC de nuevo diagndstico, asimismo, que inducia excelentes tasas de
respuesta hematologica y citogenética comparado con el INF-o/citarabina (Hahn y cols.,
2003). El Imatinib resultd bien tolerado y los pacientes con este tratamiento lograron una
mejor calidad de vida. Finalmente, fue aprobado por la Administracion de Alimentos y
Farmacos de Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) en Mayo del 2001, como
tratamiento estandar de primera linea para la LMC (Kantarjian y cols., 2003; Cohen y cols.,
2002).

El uso de Imatinib en México se ha recomendado como tratamiento de primera linea
con una dosis inicial de 400 mg/dia para pacientes en FC. En el caso de sujetos con resistencia
a Imatinib se sugiere incrementar la dosis de forma escalonada y las dosis de 600 a 800 mg/dia
se recomiendan en terapias combinadas, asi como en pacientes con fase blastica o enfermedad

residual (Gongora-Bianchi y cols., 2005).

3.3.1.1 Inhibicion de otras cinasas y su uso clinico en otros padecimientos

Aunque inicialmente el Imatinib fue disefiado para la inhibicion especifica de la proteina
quimérica BCR-ABL, esta molécula es capaz de alterar la actividad de otras proteinas debido
a la similitud que existe entre sus dominios de cinasa. Ademas de BCR-ABL, el Imatinib
puede inhibir la actividad de ABL en forma nativa (Buchdunger y cols., 1996), al receptor del
SCF (c-Kit), al receptor del factor derivado de plaquetas (PDGF por sus siglas en inglés)
(Buchdunger y cols., 2000), al receptor del M-CSF(c-FMS) (Dewar y cols., 2005) y la via de
TGF-B (Wang y cols., 2005). En clinica se ha aprovechado esta capacidad para inhibir otras
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cinasas permitiendo su uso en otros padecimientos en el que estén involucrados estos
receptores.

En estudios in vivo y en ensayos clinicos, el Imatinib inhibe la proliferacion e induce la
apoptosis en las células de tumores del estroma gastrointestinal (GIST por sus siglas en
inglés), las cuales expresan al proto-oncogen c-kit, por lo que en Febrero del 2002 fue
aprobado por la FDA como tratamiento para este padecimiento. Por otra parte, se recomienda
el uso del Imatinib en: pacientes adultos con sindromes mielodisplasicos/mieloproliferativos
asociados con el reordenamiento del gen del PDGFR; pacientes adultos con sindrome
hipereosinofilico avanzado y/o leucemia eosinofilica crénica con reordenacién de FIP1L1-
PDGFRD; y pacientes adultos con dermatofibrosarcoma protuberans no resecable y/o
recurrente que no son de eleccion para cirugia (Klion y cols., 2004; Lee y cols., 2006;

Heinrich y cols., 2003).
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II. ANTECEDENTES

1. Estudios sobre las MSC en la LMC

Se ha descrito que las MSC provenientes de pacientes con LMC son similares a su
contraparte normal, ya que no muestran dafios en su cariotipo, no expresan el re-arreglo BCR-
ABL vy tienen la capacidad de diferenciarse a adipocitos, osteoblastos y condrocitos (Gomez,
2009; Carrara y cols., 2007; Jootar y cols., 2006; Zhao y cols., 2006). Por otra parte, no son
capaces de desarrollar tumores en ratones inmunodeficientes (Zhao y cols., 2006) y permiten
la expansion de HSC CD133" de SCU (Jootar y cols., 2006). Lo anterior sugiere, que las MSC
provenientes de LMC son funcionalmente normales. No obstante, Colmone y cols. (2008)
demostraron que células leucémicas intervienen en el nicho normal y crean un nicho anormal.
Estos autores utilizaron la técnica de imagen dindmica in vivo en un raton leucémico e
inmunodeficiente al que trasplantaron células CD34+ humanas y lo que observaron fue que las
células leucémicas secuestran a las células CD34+ trasplantadas, disminuyendo en nimero a
lo largo del tiempo y fallando en la movilizacion hacia sangre periférica en respuesta a la
estimulacién con citocinas. En este mismo trabajo se neutralizé el SCF secretado por las
células leucémicas, obteniendo una inhibicion por parte de las células CD34+ para migrar
hacia los nichos leucémicos, recuperando asi su proliferacion y su capacidad para salir a
circulacion. Sugiriendo que el microambiente leucémico causa disfuncion de progenitores
hematopoyéticos normales, modificando la expresion de citocinas en el nicho y asi afectando
sus patrones de migracion. De hecho, Shirasaki y cols. (2011) demostraron en células CD45+
provenientes de pacientes con LMC, cambios morfolégicos y funcionales durante cultivos
primarios a largo plazo, en los que la morfologia de estas células cambio6 hacia miofibroblastos
(CD13- Actina de musculo liso+ proteina especifica de fibroblastos1+ CD34-) manteniendo la
expresion de BCR-ABL y produciendo citocinas como G-CSF, IL-6 y VEGF-A. Al cultivar
estos miofibroblastos con células hematopoyéticas no adherentes de LMC, estas ultimas
proliferaron significativamente, sin embargo al neutralizar VEGF-A en el cultivo inhibieron su
proliferacion. Lo que sugiere, que las células leucémicas pueden cambiar su morfologia para
formar un nicho y producir una gran cantidad de citocinas que promueven la proliferacion de

las células de LMC. Si supusiéramos que este fendmeno se reproduce in vivo, dichas citocinas
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interactuarian con el resto del microambiente y probablemente favorecerian el fenotipo

leucémico.

En contraparte, Zhang y Zhang (2009) demostraron por medio de un ensayo de co-
cultivo la influencia de las MSC obtenidas de donadores sanos en la inhibicion de la
proliferacion de CMN de LMC, al expresar niveles altos de INF-a. Esta inhibicion de la
proliferacion sugiere una alteracion de las MSC al interactuar con células malignas, pues este
incremento en la expresion del INF-a solo se dio en la presencia de las mismas. Asimismo, se
ha demostrado que al co-cultivar células CD34+ obtenidas de pacientes con LMC y MSC
obtenidas de donadores sanos, estas ultimas protegen a las células leucémicas de una muerte
inducida por un inhibidor de cinasa de tirosina, reduciendo la activacion de la caspasa-3 y la

modulacién de la expresion de la proteina anti-apoptdtica Bel-XL (Vianello y cols., 2010).

A pesar de que las MSC de LMC presentan caracteristicas similares a su contraparte
normal, las evidencias anteriores muestran que la influencia ejercida por las células leucémicas
puede tener consecuencias en su funcionamiento, incluso en la presencia de inhibidores de

cinasas de tirosinas como el Imatinib.

2. Efecto del Imatinib en las MSC

El uso del Imatinib en México se ha recomendado como tratamiento de primera linea y
aunque ha tenido una excelente respuesta en la remision celular de los pacientes, con el tiempo
se ha visto que no es capaz de eliminar por completo a las células leucémicas, y que una vez
que se interrumpe el tratamiento los pacientes recaen (Usuki y cols., 2005), por lo que es
necesario su uso por periodos prolongados de tiempo. Por otra parte, a pesar de su
especificidad para inhibir la cinasa de tirosina BCR-ABL, se ha reportado que el Imatinib
tiene efectos en las MSC y su progenie, al inhibir otros receptores de cinasas importantes para
su funcionamiento, como es el PDGF-R. Este factor de crecimiento interviene en el proceso de
diferenciacion osteogénica y adipogénica de las MSC, pues se ha observado que éste inhibe la
expresion de fosfatasa alcalina en los osteoblastos y al mismo tiempo disminuye la formacion
de depositos de calcio (O’Sullivan y cols., 2007; Chaudhary y cols., 2004). Ademas, la

delecion del PDGF-R disminuye la proliferacion y migracion de las MSC murinas, que al
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diferenciarse hacia osteoblastos presentan una actividad de la fosfatasa alcalina mas temprana
e intensa con respecto a las células que pueden responder a este factor (Tokunaga y cols.,
2008). Por otro lado, la activacion del PDGF-R tiene un efecto estimulador en MSC derivadas
de MO (Gronthos y Simmons, 1995) y se ha reportado que incrementa su potencial para
sostener la hematopoyesis, como resultado de la elevacion en los niveles de algunas moléculas
como son la B-catenina y la N-cadherina (Miura y cols., 2006), las cuales son importantes
reguladoras de los nichos hematopoyéticos (Hosokawa y cols., 2010; Haug y cols., 2008;
Hosokawa y cols.,, 2007; Calvi y cols., 2003; Zhang y cols., 2003). En cuanto a la
adipogénesis, se ha reportado que la diferenciacion terminal de la linea celular murina de
fibroblastos preadipociticos (3T3-L1) va acompaifiada por una disminucion en la expresion de
los receptores a y B de PDGF. Esta reduccion precede a los cambios morfologicos: la
acumulacion de vacuolas lipidicas y la expresion de genes adipociticos (Vaziri y cols., 1996).
Ademéds, otros estudios han demostrado que el PDGFa inhibe la adipogénesis de células
estromales humanas obtenidas de tejido adiposo (Levi y cols., 2010). Asi, el PDGF es un
factor esencial para las MSC, pues si es inhibido como ocurre en el caso del tratamiento con
Imatinib, es capaz de alterar los patrones de proliferacion y diferenciacion de las MSC,

promoviendo cambios en el MH.

En un inicio, se encontraron evidencias de que el Imatinib puede alterar el metabolismo
0seo de pacientes con LMC. Berman y cols. (2006) realizaron un estudio retrospectivo en
pacientes con LMC y pacientes con tumores gastrointestinales bajo tratamiento con Imatinib y
encontraron que estos pacientes presentaron bajos niveles de fosfato en suero
(hipofosfatemia), valores disminuidos de calcio total y un incremento en los niveles de la
hormona paratiroidea sérica. En otro estudio se reportd que los pacientes tratados con Imatinib
durante un periodo de tres a seis meses, presentaron niveles elevados de marcadores de
formacion de hueso como son: osteocalcina y el propéptido N-terminal de procolagena tipo I;
ademas de hipofosfatemia, disminucion en los niveles de calcio y el desarrollo de
hiperparatiroidismo secundario (Grey y cols., 2006). Lo anterior concord6é con lo reportador
por Osorio y cols. (2007), donde reportaron que 36 pacientes con LMC mostraron
hipofosfatemia después de 3 meses de tratamiento con Imatinib que fue sostenida hasta el final

del analisis a los 12 meses.
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Como soporte a esta evidencia, Fitter y cols. (2008) encontraron que los pacientes con
LMC tratados con Imatinib por periodos largos de tiempo (2 a 4 afos), presentan un aumento
en el volumen trabécular 6seo y corroboraron una vez mas las concentraciones bajas de calcio
e hipofosfatemia en estos pacientes. En un trabajo subsecuente, por Jonsson y cols. (2008), la
densidad mineral 6sea (BMD por sus siglas en inglés) fue examinada en pacientes con LMC
tratados con Imatinib por 24 a 73 meses. Los pacientes tratados presentaron una mayor BMD
en cadera, que se corrobord por una absorciometria radiografica de energia dual, lo que
también estuvo asociado a una hipofosfatemia, disminucion de calcio sérico y la disminucion

de los niveles séricos de marcadores de formacion de hueso.

Esta modificacién en el metabolismo 6seo de los pacientes con LMC tratados con
Imatinib, podria explicarse por la alteracion que ocasiona este farmaco en la diferenciacion y
funcionalidad de los osteoblastos provenientes de las MSC, debido a la inhibicién de la

sefializacion mediada por PDGF-R.

Diferentes estudios han demostrado que el Imatinib puede alterar a los osteoblastos y a
las MSC a través de la inhibicion del PDGF-R, disminuyendo in vitro la proliferacion de los
osteoblastos pero incrementando su actividad. Fitter y cols. (2008), reportaron que al tratar
MSC de explantes 6seos con Imatinib bajo condiciones osteogénicas, éstas aumentan la
deposicion de hidroxiapatita (cristales de calcio caracteristicos de la matriz 6sea), la expresion
de genes osteoblasticos como BMP-2 y osterix, pero disminuyen su proliferaciéon. También
observaron que el PDGF puede inhibir la diferenciacion osteogénica y que el Imatinib
contrarresta el efecto, aumentandola en forma dosis dependiente. De manera similar en lineas
celulares de osteoblastos de rata, el Imatinib incrementa la mineralizacion de la matriz
extracelular y la expresion de marcadores osteobldsticos como la fosfatasa alcalina, la
sialoproteina de hueso (BSP por sus siglas en inglés) y la osteocalcina, en forma dosis
dependiente. Por otro lado, encontraron que también puede inhibir la osteoclastogénesis al
interferir con la funcién del receptor del M-CSF (O’Sullivan y cols., 2007; Dewar y cols.,
2005). Por otro lado, Tibullo y cols., (2009) reportaron que las MSC de donadores sanos, tras
ser cultivadas con Imatinib solo o con medio osteogénico mostraron cambios en su
morfologia, presentaron mineralizacion extracelular e incremento de la expresion de
marcadores osteogénicos como RUNX2, osteocalcina y BMP-2, favoreciendo asi la

osteogénesis.
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Lo anterior concord6 con lo reportado por Fierro y cols., (2007), donde se demostro la
inhibicion de la proliferacion de MSC de individuos sanos tratadas con Imatinib, asi como la
alteracién de su capacidad para mantener la hematopoyesis in vitro, y la disminucién del
nimero y tamafio de las CFU-F. Sin embargo, de forma contradictoria a lo antes descrito,
estos autores encontraron que el Imatinib inhibe la diferenciacion osteogénica disminuyendo
la actividad de la fosfatasa alcalina, la cual utilizaron como marcador de osteoblastos (Fierro y

cols., 2007).

Finalmente, en nuestro grupo de trabajo se analiz6 in vitro, la frecuencia, el fenotipo, la
expresion de moléculas de adhesion, la capacidad de proliferacion y diferenciacion de las
MSC obtenidas de pacientes con LMC tratados con Imatinib, obteniendo que estas células
presentan caracteristicas similares a su contraparte normal, aunque con una menor frecuencia
pero capacidad para proliferar similar, sugiriendo que el efecto que tiene el Imatinib en las

MSC de los pacientes es reversible (Gémez, 2009).

Considerando todo lo anterior, se puede concluir que el Imatinib afecta la proliferacion
de las MSC, asi como su diferenciacion hacia osteoblastos al inhibir al PDFG-R, lo que podria

modificar su capacidad funcional.
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II1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con las evidencias referidas anteriormente, podemos decir que hasta el momento, se
sabe que el Imatinib inhibe la proliferacion de las MSC in vitro e incrementa su diferenciacion
hacia osteoblastos, lo que se ve reflejado in vivo puesto que existen datos de alteracion en el
metabolismo 6seo de los pacientes tratados con el fairmaco. Estos cambios son mediados
principalmente por la inhibicion del PDGF-R. No obstante, a pesar de que las MSC tienen un
papel sumamente importante en el mantenimiento de la hematopoyesis normal, no se ha
estudiado si las MSC de pacientes tratados con Imatinib tienen alterada su capacidad
funcional. Por lo anterior, el presente trabajo pretende evaluar la capacidad funcional para
soportar la hematopoyesis normal in vitro de las MSC obtenidas de pacientes con LMC
tratados con Imatinib. En particular, se analizard la capacidad funcional para soportar la

proliferacién y mantenimiento de las HSC asi como de progenitores hematopoyéticos.

IV. HIPOTESIS

Las MSC de pacientes con LMC tratados con Imatinib, tendran alterada la capacidad

funcional para sostener la hematopoyesis normal.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el soporte hematopoyético de las MSC obtenidas de médulas dsea de pacientes

con LMC y de pacientes con LMC tratados con Imatinib.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Obtener una poblacion pura de MSC a partir de médula 6sea de pacientes con LMC al
momento del diagndstico, de pacientes tratados con Imatinib, de pacientes tratados con otro

farmaco y de médula 6sea normal como control.

2.- Evaluar la capacidad funcional para sostener la hematopoyesis normal de las MSC

provenientes de los cuatro grupos de estudio.

3.- Evaluar la expresion de la molécula N-cadherina en las MSC de los cuatro grupos de

estudio asi como en las HSC de sangre periférica antes y después de ser co-cultivadas.
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VII. METODOLOGIA GENERAL

1. Obtencion de las muestras bioldgicas

Los aspirados de médula 6sea normal (MON) fueron obtenidos de individuos sanos
provenientes del Hospital infantil de México Federico Gomez y del Centro Médico ABC, asi
como de muestras de raspado medular 6seo obtenido de pacientes ortopédicos sometidos a
cirugia de cadera sin alteracion hematologica procedentes del Hospital Regional No. 2
Villacoapa del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS); las muestras de pacientes
recientemente diagnosticados con LMC (VLMC) asi como de los pacientes con LMC tratados
con Imatinib (ILMC) u otro farmaco (OLMC) (Dasatinib, Hidroxiurea) se obtuvieron del
servicio de Hematologia del Centro Médico Nacional SXXI (CMN SXXI), La Raza, IMSS y
del servicio de Hematologia del CMN SXXI, Hospital de Especialidades, IMSS. De este
ultimo hospital, también se obtuvieron las muestras de SPM de donadores sanos. Los
pacientes fueron sometidos a la toma de un aspirado de médula 6sea en la cresta iliaca
posterosuperior como parte de las pruebas clinicas de rutina y de cariotipo, previo
consentimiento informado. Las muestras de aspirado medular fueron obtenidas bajo anestesia
local, en jeringas de plastico heparinizadas, recolectando entre 3 y 7 ml de muestra para
procesarse preferentemente el mismo dia. Las muestras de raspado medular se obtuvieron bajo
anestesia general durante la cirugia de cadera, en tubos de 50 ml previamente preparados con
heparina y 15 ml de medio RPMI (Gibco). Los donadores de SPM fueron sometidos a un
tratamiento con factor estimulador de colonias granulocitico en dosis total de Spg/kg/dia

durante 2 dias previos a la toma de la muestra (Quittet y cols., 20006).

2. Obtencion de MSC

Las muestras de raspado medular fueron lavadas 4 veces con buffer de fosfatos (PBS
pH 7.4) (Gibco). En cada lavado se agregd 5 ml de PBS para después vortexear a velocidad
media por 20 segundos, tomando el sobrenadante en cada ocasion, obteniendo asi una
suspension celular sin tejido. Por otra parte, las muestras de aspirado medular fueron

colocadas en un tubo de 15 ml y se centrifugd durante 8 minutos a 1200 revoluciones por
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minuto (rpm) para obtener el “Buffy coat” que contiene la mayoria de células blancas y
plaquetas. Se tomo la interfase entre las células rojas y el plasma, y el “Buffy coat” fue diluido
1:2 con PBS.

Una vez que se obtuvieron las suspensiones celulares diluidas, se sometieron a un
gradiente de densidad (Ficoll-Paque®, Pharmacia Biotech). Para ello, se agregd Ficoll en un
tubo de 15 o 50 ml (dependiendo del volumen de la suspension) y la muestra diluida en una
relacion de 1:2, evitando su mezcla. Después se centrifugd durante 30 minutos a 300
gravedades (g). Se tomo la interfase donde se encuentran las CMN y se lavé con PBS,
centrifugando durante 8 minutos a 1200 rpm, se elimind el sobrenadante y el boton celular se
resuspendié en DMEM bajo en glucosa (Gibco) suplementado con SFB probado para el
crecimiento de células mesenquimales (Hyclone) al 10% y 10 U/ml de penicilina (Gibco)
(Medio suplementado). Las CMN se contaron con solucion de Tiirk (Acido acético glacial
/azul de metileno H,O destilada) y todas las células obtenidas se sembraron en cajas para
cultivo celular en una concentracion aproximada de 2 x 10° células por cm?®. Las MSC se
obtuvieron por adhesion, es decir, se cultivaron durante 24 horas en medio suplementado a 37
°C en una atmoésfera himeda con 5% de CO,. Transcurrido este tiempo, se retiraron las células
no adherentes lavando dos veces la caja de cultivo con 5 ml de PBS. Se agregd nuevamente
medio suplementado fresco. El cambio de medio asi como el seguimiento del cultivo fue

realizado semanalmente.

3. Cultivo de MSC

Una vez obtenidas, las células adherentes fueron mantenidas en medio suplementado a
37 °C en una atmoésfera himeda con 5% de CO, para permitir su expansion. Cuando llegaron a
confluencia, las células se tripsinizaron (Tripsina/EDTA 0.05%, Gibco) durante 8 minutos a
37 °C, deteniendo el proceso con 500 pl de SFB (Gibco). Posteriormente, se tomo la
suspension celular y se coloco en tubos de 15 ml, lavando las cajas con 5 ml de PBS para
tomar todas las células faltantes. A continuacion, las células se centrifugaron por 8 minutos a
1200 rpm, se retird6 el sobrenadante y el botén celular fue resuspendido en medio
suplementado para su posterior conteo con azul de tripano. En esta primera tripsinizacion

(Siembra cero, R0O) se congelaron células para su posterior andlisis. Los cultivos de las
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siguientes resiembras se comenzaron con 5 x 10% 1 x 10° células en botellas de 75 cm? con 10
ml de medio suplementado y se mantuvieron a 37 °C en una atmoésfera himeda con 5% de
CO,, realizandoles cambio de medio cada semana hasta alcanzar confluencia. Los cultivos se
tripsinizaron nuevamente y las células obtenidas en esta primera resiembra (R1) se utilizaron
para realizar distintos ensayos.

Para la congelacion celular, se agregaron 100 pl de dimetilsulfoxido y 500 ul de SFB
(Gibco) en un criovial; la mezcla se dejo enfriar por 15 minutos en el refrigerador para
después agregar las células (minimo 3 x 10°/méaximo 1 x 10° células) resuspendidas en un
volumen de 400 pl de medio suplementado. Se taparon rdpidamente, se homogeneizo la

mezcla y se coloco a -70 °C.

4. Evaluacion del niumero de MSC por ensayos de CFU-F.

Para cuantificar la frecuencia de progenitores de MSC en cada una de las muestras, se
realiz6 el ensayo de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F). Una vez
obtenidas las CMN, se sembraron 1.5 x 10° y 3 x 10° células en cajas de petri de 35 mm
(Corning) con 2 ml de medio suplementado. Las células fueron cultivas a 37 °C y 5% de CO..
Después de 14 dias se retir6 el medio, se lavo la caja dos veces con PBS y se dejé secando a
temperatura ambiente durante toda la noche. Una vez secas, las células se tifieron con 2.5 ml
de Wright-Giemsa (Gibco) durante 3 minutos. Al transcurrir este tiempo se les agregd
solucion amortiguadora, se mezcld y se dejo durante 2 minutos (Gibco). Transcurrido este
tiempo se lavaron con agua corriente y se dejaron secar nuevamente. Se realizd la
cuantificacion de colonias en un microscopio invertido (Olympus) tomando en cuenta todas
aquellas agrupaciones de células que crecian en una misma direccidon y con un centro definido.
Ademas, se considero la morfologia de las células dentro de las colonias, clasificandolas como
tipo fibroblastoide y tipo no fibroblastoide. Posteriormente, se evalué el tamafio de las
colonias generadas clasificandolas en tres grupos: pequefias (1-2 mm?), medianas (3-5 mm?) y

grandes (>5 mm?).
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5. Cuantificacion de HPC por ensayos de Colonias en cultivos semisolidos.

Los HPC capaces de formar colonias in vitro fueron evaluados en cultivos semisolidos
de metilcelulosa (MethoCultTM, Stem Cell Technologies). El medio de cultivo consistio en
0.9% de meticelulosa, 30% de SFB, 1% de albumina sérica bovina 10-4 M 2-mercaptoetanol,
2 mM de L-glutamina, 50 ng/ml rhSF, 10 ng/ml thGM-CSF y 3 U/ml rhEPO. Se colocaron 5 x
10° CMN previamente obtenidas por un gradiente de densidad, en 1 ml de medio de cultivo
semisolido, se vortexearon a una velocidad media por 10 segundos y se sembraron en cajas de
petri de 35 mm (Corning). Después de 14 dias de cultivo, las colonias fueron contabilizadas en
la misma caja utilizando una caja petri cuadriculada como guia en un microscopio invertido
(Olympus). Las colonias hematopoyéticas se clasificaron de la siguiente manera: CFU-MIX,
colonias que contiene células mieloides y eritroides; BFU-E, concentrados de células
eritroides de 20-50 células hemoglobinizadas; CFU-E, colonias eritroides de mas de 50 células
hemoglobinizadas agrupadas en uno o mas concentrados. Colonias granulociticas (CFU-G),
colonias puras de macréfagos (CFU-M) y colonias que contiene granulocitos y macrdofagos

(CFU-GM).

6. Evaluacion del inmunofenotipo por citometria de flujo.

Se analiz6 el inmunofenotipo de las poblaciones obtenidas con la finalidad de corroborar
que expresaran los marcadores propios de las MSC. Para ello se utilizaron los siguientes
anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) o
aloficocianina (APC): CD73-PE (2:50 ul, Becton-Dickinson), CD105-PE (1:50 pl, Caltag) y
CD90-APC (1:50 upl, Caltag). Ademas, se evaluaron otros marcadores para descartar la
presencia de células hematopoyéticas y endoteliales: CD14-PE (1:50 pl, Caltag), CD31-FITC
(1:50 pl, Caltag), CD45-FITC (1:50 pl, Caltag) y HLA-DR-PE (1:50 pl, Caltag). De misma
forma, se analizd la expresion de HLA-ABC-FITC (4:50 pl, Becton-Dickinson), CD140a-PE
(PDGF-Ra;; 2:50 pl, Becton-Dickinson) y CDI140b-PE (PDGF-RB; 2:50 pl, Becton-
Dickinson). Para estos ensayos, las MSC de la segunda resiembra se resuspendieron en PBS
con SFB al 2% y EDTA 1 mM (1 x 10° células). Se incubaron con el volumen especificado

del anticuerpo correspondiente durante 20 minutos en oscuridad. Posteriormente, se incubaron
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10 minutos con 250 ul de solucion de lisis (Becton-Dickinson), transcurrido este tiempo se
agrego 1 ml de PBS y se centrifugo a 2500 rpm durante 5 minutos. Se decanto el sobrenadante
y se resuspendid la pastilla obtenida en 250 pl de PBS, almacenando las muestras
protegiéndolas de la luz con papel aluminio comun.

Se utilizé un control de células sin tefiir pero sometidas al mismo procedimiento, para
obtener la autofluorescencia. Las muestras fueron evaluadas en un citometro FACS Calibur
(Becton-Dickinson) ubicado en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Oncologicas, del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Se analizaron 10,000 eventos por

tincion. Los datos obtenidos fueron analizados con el programa BD Cell Quest Pro.

7. Evaluacion de la capacidad de diferenciacion de las MSC

7.1 Diferenciacion osteogénica

Para inducir la diferenciacion osteogénica, las MSC obtenidas en la R1 fueron
cultivadas en 2 cajas de petri 35 mm a una concentracion de 5 x 10* células, con 2.5 ml de
medio suplementado a 37 °C en una atmoésfera himeda con 5% de CO, por 24 horas.
Transcurrido este tiempo, se retird el medio suplementado y se agregaron 2.5 ml de medio
osteogénico (STEMPRO® Osteogenesis Differentiation Kit) y se cultivaron durante 14 dias.
Los cultivos control se mantuvieron todo el tiempo en medio suplementado. Los cambios de
medio se realizaron dos veces por semana de manera muy cuidadosa para evitar el
desprendimiento de la capa celular. Una vez que transcurrieron los 14 dias, las células se
tripsinizaron (Tripsina/EDTA 0.05%, Gibco) durante 10 minutos a 37 °C deteniendo el
proceso con 500 pl de SFB (Gibco). Posteriormente, las suspensiones con las células se
colocaron en tubos de 15 ml, lavando 2 veces las cajas con 3 ml de PBS para tomar todas las
células faltantes. A continuacion, las células se centrifugaron por 8§ minutos a 1200 rpm, se
retird el sobrenadante y el boton celular fue resuspendido en medio suplementado para su
posterior conteo con azul de tripano. Posteriormente, se hicieron laminillas en preparados de
Citospin con 7 500 células cada una, se fijaron en metanol frio por 5 minutos y se mantuvieron

en el congelador a -20 °C. Para corroborar la diferenciacion osteogénica se realizé la tincion
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histoquimica de fosfatasa alcalina, con la que se identifica la actividad de esta enzima

caracteristica de osteoblastos al entrar en contacto con sustrato.

7.1.1 Tincion histoquimica de Fosfatasa Alcalina

Una vez obtenidos los osteoblastos en las laminillas, se observaron al microscopio
optico para verificar que existieran suficientes zonas de conteo. Se delimito la zona del botoén
celular con un plumoén hidrofébico (DAKO) y se agregd metanol frio (-20 °C), incubando por
5 minutos a -20 °C. Se removid el metanol completamente y se lavaron las células con agua
desionizada. Se agregé el sustrato SIGMA FAST BCIP/NBGT, incubando por 10 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, las laminillas fueron observadas bajo el microscopio para
contabilizar un minimo de 400 células positivas y negativas. La muestra se consideré6 como
positiva para la diferenciacion osteogénica al observar la aparicion de una coloraciéon morada
en la célula, la cual indica el sustrato procesado por la enzima fosfatasa alcalina expresada por

los osteoblastos.

7.2 Diferenciacion adipogénica

Para inducir la diferenciacion adipogénica, las MSC obtenidas en la R1 fueron
cultivadas en 2 cajas de petri de 35 mm a una concentracion de 1 x 10° células y en 4 pozos de
una placa de 24 pozos con 2 x 10* células, con 2.5 ml y 1 ml de medio suplementado
respectivamente, a 37 °C en una atmosfera himeda con 5% de CO, por 24 horas. Transcurrido
este tiempo, se retird el medio suplementado y se agregaron 2.5 ml de medio adipogénico
(STEMPRO® Adipogenesis Differentiation Kit) y se cultivaron durante 14 dias. Los cultivos
control se mantuvieron todo el tiempo en medio suplementado. Los cambios de medio se
realizaron dos veces por semana. Transcurridos los 14 dias, las células se tripsinizaron
(Tripsina/EDTA 0.05%, Gibco) durante 8 minutos a 37 °C deteniendo el proceso con 500 pl
de SFB. Posteriormente, las suspensiones con las células se colocaron en tubos de 15 ml,
lavando 2 veces las cajas con 3 ml de PBS para tomar todas las células faltantes. A
continuacion, las células se centrifugaron por 8 minutos a 1200 rpm, se retir6 el sobrenadante

y el boton celular fue resuspendido en medio suplementado para su posterior conteo con azul
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de tripano. Posteriormente, se hicieron laminillas en preparados de Citospin con 7 500 células
cada una y se fijaron con formaldehido al 10% por 1 minuto. Tantos las laminillas como la
placa de 24 pozos se resguardaron para la corroboracion de la diferenciacion adipogénica por
medio de la tincién histoquimica de rojo oleoso, con la que se identifican grasas neutras,

dando como resultado lipidos de color rojo brillante.

7.2.1 Tincion histoquimica de Rojo Oleoso

Una vez obtenidos los adipocitos en las laminillas, se observaron al microscopio 6ptico
para verificar que existieran suficientes zonas de conteo. Se delimit6 la zona del boton celular
con un plumén hidrofébico (DAKO) y se agregd propilenglicol absoluto por 5 minutos.
Transcurrido este tiempo se retird el reactivo por completo y se agregd rojo oleoso,
previamente filtrado y calentado a 60 °C. Las laminillas se mantuvieron con el reactivo
durante 15 minutos en una estufa a la misma temperatura. Se retird el rojo oleoso y se
rehidrataron las muestras con propilenglicol al 85% durante 3 minutos. Se lavaron con agua
destilada y se contratifieron por 10 minutos con hematoxilina de Harris filtrada. Nuevamente,
se lavaron con agua destilada y se montaron con solucion para montar (SUPER MOUNT
Biogenex). La tincidon se repitio directamente en la placa de 24 pozos. Finalmente, las
laminillas fueron observadas bajo el microscopio para contabilizar al azar un minimo de 400
células positivas y negativas. La muestra se consideré como positiva para la diferenciacion

adipogénica, al observar células con vacuolas tefiidas de color rojo brillante.

7.3 Diferenciacion condrogénica

Para inducir la diferenciacion condrogénica, las MSC obtenidas en la R1 fueron
cultivadas con la técnica de micromasa. Para ello, se resuspendieron 8 x 10* células en 5 ul de
medio suplementado. La suspension celular fue colocada en forma de gota al centro de un
pozo en una placa de 48 pozos y se dejo por 2 horas a 37 °C en una atmdsfera humeda con 5%
de CO,. Transcurrido este tiempo, se agregd 0.5 ml de medio condrogénico (STEMPRO®
Chondrogenesis Differentiation Kit) y se cultivaron durante 14 dias. Los cultivos control se

mantuvieron todo el tiempo en medio suplementado. Los cambios de medio se realizaron una
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vez por semana de manera muy cuidadosa para evitar el desprendimiento del conglomerado
celular formado. Una vez que transcurrieron los 14 dias, se retird el medio y se lavaron las
células 2 veces con PBS. Para corroborar la diferenciacion condrogénica se realizo la tincién
histoquimica de azul alciano, la cual indica la produccion de mucopolisacarido, caracteristica

de las células condrociticas.

7.3.1 Tincion histoquimica de Azul Alciano

La diferenciacion condrogénica fue evaluada por la presencia de un agregado
compacto de células que se puede ver a simple vista y por la tincion de azul alciano. Para la
tincion se lavaron las células 2 veces con PBS y se fijaron con 0.5 ml de formaldehido por 30
minutos. Una vez transcurrido este tiempo se retird el formaldehido y se lavaron 2 veces con 1
ml de PBS. Después se les agregd el reactivo azul alciano, asegurandonos de cubrir
completamente el area. Se incub6 durante 30 minutos y una vez transcurrido este tiempo, se
retiro el reactivo. Se lavaron con agua destilada y se montaron con solucién para montar
(SUPER MOUNT Biogenex). Finalmente, la placa fue observada bajo el microscopio. La
muestra se consideré como positiva para la diferenciacion condrogénica, al observar el
conglomerado celular y la aparicion de una coloracidén azul en el mismo, la cual indica la

produccion de mucopolisacérido, caracteristica de las células condrociticas.

8. Evaluacion de la capacidad funcional para soportar la hematopoyesis de las MSC por

sistema de co-cultivos

Para evaluar la capacidad que tienen las MSC para sostener la hematopoyesis normal,

se realizaron co-cultivos con HSC CD133+ CD34+ Lin- de SPM.

8.1 Preparacion de las capas de MSC

Para la preparacion de las capas de MSC, las células obtenidas en la RO de las ILMC y
las OLMC vy las células obtenidas en la R1 de las muestras de MON y de VLMC, fueron

cultivadas en 10 pozos de una placa de 24 pozos a una concentracion de 1 x 10* células, con 1
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ml de medio suplementado a 37 °C en una atmosfera himeda con 5% de CO; hasta alcanzar el
80% de confluencia (aproximadamente una semana). Una vez que la capa abarcaba el 80% de
la caja, se les agrego6 una solucion 2 pg/ml de mitomicina (Bristol) para inhibir la proliferacion
celular. La solucién permanecié por 24 horas, después de ese periodo se lavo tres veces con
PBS y se agregd medio suplementado fresco, reservando la placa a 37 °C en una atmosfera
himeda con 5% de CO, por un maximo de una semana. Cabe mencionar que una de las capas
de MSC de MON vy una capa de VLMC se obtuvieron a partir de células congeladas en RO.
Para descongelar las MSC, se calent6 medio suplementado a 37 °C en dos cajas petri de 60
cm, después se descongeld el contenido del criovial sumergiéndolo en un vaso con agua a 37
°C y antes de que se descongelara por completo, se mezclé el medio suplementado y el
contenido de criovial en una de las cajas petri, dejando reposar la mezcla a 37 °C en una
atmoésfera humeda con 5% de CO; durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se tomo el
sobrenadante de la caja petri e inmediatamente se agregd nuevo medio suplementado
temperado. El sobrenadante se centrifugd por 8 minutos a 1200 rpm, obteniendo la fraccion
celular y se lavé con 10 ml de PBS. Se repitid la centrifugacion y se procedid al conteo celular
con azul de tripano. Las células obtenidas se sembraron en la segunda caja petri con medio
suplementado. Ambas cajas se mantuvieron a 37 °C en una atmoésfera himeda con 5% de CO;
y se les realizd6 cambio de medio cada semana hasta alcanzar confluencia. Los cultivos se
tripsinizaron y las células obtenidas se utilizaron para la preparacion de las capas de MSC

siguiendo el procedimiento descrito.

8.2 Obtencion de CMN de sangre periférica movilizada

Las muestras celulares de SPM se obtuvieron de los remanentes encontrados en las
bolsas utilizadas después de los trasplantes. Previo a la manipulacion, la bolsa fue limpiada
con alcohol al 70%. Posteriormente, se realizd un corte en la esquina superior por la que se
accedio a la bolsa para lavarla con 10 ml de PBS. La suspension celular obtenida fue sometida
a un gradiente de densidad (Ficoll-Paque®, Pharmacia Biotech). Para ello, se agrego6 Ficoll en
uno tubo de 15 ml asi como la suspension celular en una relacion de 1:2, evitando su mezcla.
Después se centrifugd durante 30 minutos a 300 g y se tomo la interfase donde se encuentran

las CMN. Se lavaron con PBS, centrifugando durante 8 minutos a 1200 rpm, se elimino el
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sobrenadante y el botén celular se resuspendiéo en RPMI Medium 1640 (Gibco) suplementado
con SFB (Hyclone) al 10% y 10 U/ml de penicilina (Gibco) (medio suplementado-2). Las
CMN se contaron con solucion de Tiirk. E1 20% de las células obtenidas se sembraron en cajas
para cultivo celular en una concentracion aproximada de 4 x 10° células por cm® en medio
suplementado-2, a 37 °C en una atmdsfera himeda con 5% de CO; para su uso al dia siguiente.
El 80% restante de las células obtenidas se enriquecieron por seleccion negativa en células de
Lin- (descripcion detallada posteriormente) y se congelaron para su posterior uso. Para la
congelacion de CMN, se agregan 100 pl de dimetilsulfoxido y 700 ul de SFB (Gibco) en un
criovial; la mezcla se dejo enfriar por 15 minutos en el refrigerador para después agregar las
células (minimo 60 x 10%/méaximo 200 x 10° células) resuspendidas en un volumen de 200 pl
de SFB (Gibco). Se taparon rapidamente, se homogeneiz6 la mezcla y se colocé a -70 °C. Para
la congelacion de células Lin- se sigui6 la misma metodologia pero con una concentracion
celular distinta en el criovial (minimo 1 x 10%/méximo 5 x 10° células).

Para descongelar las células de Lin-, el medio suplementado se calentd a 37 °C en un
tubo estéril de 15 ml, después se descongelo el contenido del criovial sumergiéndolo en un
vaso con agua a 37 °C y antes de que se descongelara por completo, se mezclé el medio
suplementado y el contenido de criovial en el tubo, dejando reposar la mezcla a 37 °C en una
atmosfera himeda con 5% de CO; durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se centrifugd
la muestra por 8 minutos a 1200 rpm, obteniendo la fraccioén celular y se lavo con 10 ml de
PBS. Se repitio la centrifugacion, se elimino el sobrenadante, se resuspendid el botdn celular
en 1 ml de PBS EDTA 2 mM al 0.5% de SFB frio y se procedi6 al conteo celular con azul de

tripano. Las células se utilizaron inmediatamente en el enriquecimiento celular.

8.3 Enriquecimiento de HSC CD133+ CD34+ Lin- por seleccidn positiva v negativa

Una vez obtenidas las CMN de SPM, se procedié a la obtencion de HSC CD133+
CD34+ Lin- mediante un kit comercial (DIAMOND CD133 ISOLATION KIT HUMAN,
Miltenyi CAT: 130-094-913). El proceso se realizé en dos pasos, primero las células de Lin+
fueron marcadas magnéticamente de manera indirecta con un cocktail de anticuerpos (linaje
especificos: CD2, CD3, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD56, CD61 y Glicoforina A)

biotinilados y microperlas anti-biotina. Una vez separadas las células Lin+ magnéticamente,
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las células enriquecidas fueron marcadas con microperlas CD133 para ser obtenidas a partir de
la columna magnética.

Para el marcaje magnético de las células Lint+ se centrifug6 la suspension celular a 200
g x 10 minutos. Se elimino el sobre nadante completamente y se resuspendio el boton celular
en una relacién de 50 x 10° cel/ 200 ul buffer (PBS pH 7.2, 0.5% de SFB y 2 mM EDTA) (2-8
°C). Se agregaron 50 pl de COCKTAIL DE ANTICUERPOS BIOTINILADOS LIN+
(DIAMON LIN+ BIOTIN-ANTIBODY COCKTALIL). Se mezcld e incubd por 10 minutos en
el refrigerador (2-8 °C). Transcurrido este tiempo, se lavaron las células agregando de 2.5 a 5
ml de buffer frio y se centrifugaron a 300 g por 10 minutos. Se aspird el sobrenadante
completamente y se resuspendi6 el boton celular en 400 pl de buffer. Se agregaron 100 ul de
MICROPERLAS ANTI-BIOTINA (ANTI-BIOTIN MICROBEADS), y se incubd por 15
minutos en el refrigerador (2-8 °C). Después, se lavaron las células agregando de 5 a 10 ml de
buffer y se centrifugaron a 300 g por 10 minutos. Se aspir6 el sobre nadante completamente y
se resuspendié el boton celular en 1 ml de buffer. Los volimenes manejados se calcularon por
cada 50 x 10° células. Posteriormente se procedié a la separacion magnética. Para ello se
colocd una columna LD en el campo magnético de un separador MACS y se enjuag6 con 2 ml
de buffer. Inmediatamente después se coloco la suspension celular dentro de la columna y se
colectaron las células no marcadas que pasaron a través de la columna en un tubo estéril de 15
ml. Se lavo la columna 2 veces con 1 ml de buffer, colectando el afluente total en el mismo
tubo, siendo ésta la fraccion celular Lin-.

Una vez obtenidas las células Lin-, se centrifugaron a 300 g x 10 minutos. Se aspir6 el
sobre nadante completamente y se resuspendié el boton celular en 200 pl de buffer. Se
agregaron 50 ul de MICROPERLAS DIAMANTE CD133 (CD133 DIAMOND
MICROBEADS) y se incub6 por 30 minutos en el refrigerador (2-8 °C). Se lavaron las células
agregando de 2.5 a 5 ml de buffer y se centrifugaron a 300 g por 10 minutos. Se aspird el
sobre nadante completamente y se resuspendid el botoén celular en 500 pl de buffer.
Finalmente, se procedi6 a la separaciéon magnética. Para ello se coloc6 una columna MS en el
campo magnético de un separador MACS y se enjuagd con 500 pl de buffer. Inmediatamente
después se coloco la suspension celular dentro de la columna y se colectaron las células no
marcadas que pasaron a través de la columna en un tubo estéril de 15 ml. Se lavo la columna 4

veces con 5 pl de buffer, colectando el afluente total en el mismo tubo, siendo esta la fraccion
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celular CD133- Lin-. Posteriormente, se anadio 1 ml de buffer dentro de la columna e
inmediatamente se obtuvieron las células marcadas magnéticamente presionando firmemente
el émbolo dentro de la columna, colectando el afluente total en un tubo estéril de 15 ml, siendo
esta la fraccion celular CD133+ Lin-. La fraccion celular CD133+ Lin- fue enriquecida con
una segunda columna MS repitiendo el proceso descrito. Una vez obtenidas las células de cada
fraccion celular se procedi6 al conteo celular final con azul de tripano.

Las CMN obtenidas antes del enriquecimiento (pre-separacion o poblacion inicial (PI))
y después del enriquecimiento (post-separacion (PS)) fueron evaluadas por medio de
citometria de flujo, con la finalidad de corroborar el enriquecimiento (porcentaje de células
obtenidas con el fenotipo CD133+ CD34+ post-separacion entre el porcentaje de células
obtenidas con el fenotipo CD133+ CD34+ pre-separacion), la pureza (porcentaje de células
con el fenotipo CD133+ CD34+ obtenidas en la fraccion post-separacion) y la recuperacion
(nimero de células obtenidas con el fenotipo CD133+ CD34+ post-separacion en relacion al
numero de células CD133+ CD34+ contenidas en la pre-separacion, es decir PSx100/PI). Para
ello se utilizaron los siguientes anticuerpos conjugados: CD34-APC (2:50 pl, Becton-
Dickinson), CDI133-PE (1:50 pl, Caltag), N-cadherina-Biotinilada (8:50 pl, R&D),
Streptavidina-FITC (1:50 pl, Becton-Dickinson), CD45-FITC (1:50 ul, Caltag), CD45-PE
(1:50 pl, Invitrogen) y CD45-APC (1:50 pl, Invitrogen). Para estos ensayos, las CMN
obtenidas antes del enriquecimiento (pre-separacion) y después del enriquecimiento (post-
separacion) se resuspendieron en PBS con SFB al 2% y EDTA 1 mM (1 x 10%1 x 10° células).
Se incubaron con el volumen especificado del anticuerpo correspondiente durante 20 minutos
en oscuridad. Posteriormente, se incubaron 10 minutos con 250 pl de solucion de lisis
(Becton-Dickinson), transcurrido este tiempo se agregd 1 ml de PBS y se centrifugé a 2500
rpm durante 5 minutos. Se decantd el sobrenadante y se resuspendi6 la pastilla obtenida en
250 pl de PBS, almacenando las muestras protegiéndolas de la luz con papel aluminio comun.
Los anticuerpos biotinilados fueron incubados por 20 minutos en oscuridad para después lavar
con 1 ml de PBS, y centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante y se
agrego la streptavidina. Se dejo incubar por 20 minutos en oscuridad y se continud con el
proceso descrito.

Se utiliz6 un control de células sin teiiir pero sometidas al mismo procedimiento, para

obtener la autofluorescencia y un control con streptavidina sola. Las muestras fueron
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evaluadas en un citometro FACS Calibur (Becton-Dickinson). Se analizaron 10,000 eventos

por tincion y los datos obtenidos fueron analizados con el programa BD Cell Quest Pro.

8.4 Ensayos de co-cultivos

Una vez que se tuvieron las capas de MSC y las células hematopoyéticas enriquecidas,
se procedid a realizar los ensayos de co-cultivos (Figura 9). Para ello, se retir6 el medio
suplementado de las capas de MSC previamente preparadas y se les agregaron 1 x 10* células
enriquecidas CD133+ CD34+ por pozo en 6 pozos, resuspendidas en 1 ml de medio de cultivo
a largo plazo (Long Term Culture Medium, Stem Cell Technologies™) suplementado con 10
ng/ml de SCF, IL-6, TPO y FLT-3 (medio suplementado-3). Asi mismo, se mantuvieron 2
pozos con MSC sin células enriquecidas y 2 pozos con células enriquecidas pero sin MSC;
ambos cultivos se mantuvieron con medio suplementado-3. A todos los co-cultivos se les
realizd6 medio cambio de medio a la semana durante 5 semanas, es decir, cada semana se
retiraron 500 pl de medio y se agregaron 500 pl de medio fresco suplementado-3.

Se evalu6 la proliferacion de células nucleadas (CN), el contenido de los HPC, la
expansion de las HSC CDI133+ CD34+ asi como su expresion de N-cadherina en dos
fracciones del cultivo: la fraccion no adherente (No Adh) considerada como las CN no
adheridas a las MSC y la fraccion adherente (Adh) considerada como las CN adheridas a las
MSC. Para ello, se obtuvo la fraccion No Adh tomando todo el sobrenadante de 4 pozos y
lavando suavemente la capa con 3 ml de PBS, con la finalidad de conseguir todas las CN no
adheridas a la MSC. Posteriormente, las capas de MSC se tripsinizaron (Tripsina/EDTA
0.05%, Gibco) durante 8 minutos a 37 °C, deteniendo el proceso con 500 ul de SFB (Gibco).
Este procedimiento también se realizdo en el control de las capas de MSC sin células
enriquecidas. Posteriormente, se tomaron las suspensiones con las células y se colocaron en
tubos de 15 ml, lavando las cajas con 3 ml de PBS para tomar todas las células faltantes. A
continuacion, las células de ambas fracciones, asi como de los controles se centrifugaron por 8
minutos a 1200 rpm, se retird el sobrenadante y el boton celular fue resuspendido en PBS con
SFB al 5% y EDTA 1mM para su posterior conteo con azul de tripano; esto con la finalidad de

evaluar la proliferacion celular (dia 21 y dia 35). Por otra parte, la evaluacion del contenido de
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los HPC se realizé con un ensayo de metilcelulosa (previamente descrito), sembrando 5 000
CN al dia 21y 10 000 CN al dia 35.

La expansion de las HSC CD133+ CD34+ asi como la expresion de N-cadherina
fueron evaluadas por medio de citometria de flujo al dia 21. Para ello, se utilizaron los
siguientes anticuerpos conjugados: CD34-APC (2:50 ul, Becton-Dickinson), CD133-PE (1:50
ul, Miltenyi), N-cadherina-Biotinilada (8:50 ul, R&D), Streptavidina-FITC (1:50 pl, Becton-
Dickinson), CD45-FITC (1:50 pl, Caltag), CD45-PE (1:50 pl, Invitrogen), CD45-PECy5.5
(1:50 upl, Invitrogen), CD45-APC (1:50 pl, Invitrogen) y CD73-PE (2:50 pl, Becton-
Dickinson). Para estos ensayos, las CMN obtenidas después del co-cultivo se resuspendieron
en PBS con SFB al 2% y EDTA 1 mM (1 x 10*/1 x 10° células). Se incubaron con el volumen
especificado del anticuerpo correspondiente durante 20 minutos en oscuridad. Posteriormente,
se agregd 1 ml de PBS y se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos. Se decantd el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla obtenida en 250 ul de PBS mas 5% de SFB,
almacenando las muestras protegiéndolas de la luz con papel aluminio comun y en hielo. Los
anticuerpos biotinilados fueron incubados por 20 minutos en oscuridad para después lavar con
1 ml de PBS, y centrifugar a 2500 rpm durante 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante y se
agregd la streptavidina. Se dejo incubar por 20 minutos en oscuridad y se continu6 con el
proceso descrito. Se utilizd un control de células sin tefiir pero sometidas al mismo
procedimiento para obtener la autofluorescencia y un control con streptavidina sola. Las
muestras fueron evaluadas en un citometro FACS Calibur (Becton-Dickinson) en un lapso no
mayor de 12 horas, pues se agregaron 5 pl de 7AAD (7-Aminoactinomicina D) con la
finalidad de eliminar células muertas del andlisis. Se analizaron 10,000 eventos por tincion.

Los datos obtenidos fueron analizados con el programa BD Cell Quest Pro.
9. Estadistica
Se utilizd6 la prueba t de student, la ANOVA de dos factores y el andlisis de

correlacion, utilizando el programa PRISMA 3.0 para evaluar si existian diferencias

estadisticamente significativas entre los cuatro grupos de estudio.

64



Capa confiuente H . o
de MSC CD133+C034+Lin- Litoc

[

|

!

|

i
|

Fraccion _——

Adherente

Medio cambio
de mediocada ¥

Expansidn de
HSC (Fenotipo)

Figura 9. Esquema representativo del método para realizar un co-cultivo con HSC y MSC. CN:

Células nucleadas; HSC: Células troncales hematopoyéticas; MSC: Células troncales mesenquimales.
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VIII. RESULTADOS

1. Muestras Biologicas.

Para realizar este estudio, se utilizaron aspirados de médula o6sea obtenidos de
individuos sanos (MON) provenientes del Hospital infantil de México Federico Gomez (n=2)
y del Centro Médico ABC (n=1) asi como muestras de raspado medular 6seo obtenido de
pacientes ortopédicos sometidos a cirugia de cadera sin alteracion hematoldgica procedentes
del Hospital Regional No.2 Villacoapa IMSS (n=30); asimismo se utilizaron muestras de
médula 6sea de pacientes con leucemia mieloide cronica recién diagnosticados, sin tratamiento
y positivos para el re-arreglo BCR-ABL (VLMC), tratados con Imatinib (ILMC) y tratados con
otros farmacos (Dasatinib, Hidroxiurea) (OLMC) provenientes del CMN SXXI, La Raza,
IMSS (VLMC n=4, ILMC n=50, OLMC n=21), del CMN SXXI, Hospital de Especialidades,
IMSS (VLMC n=2, ILMC n=23) y del Hospital General de México (VLMC n=3). Asimismo,
se utilizaron muestras de sangre periférica movilizada de donadores sanos (SPM) obtenidas de
los residuos de las bolsas utilizadas en los trasplantes realizados en el Centro Médico Nacional
SXXI Hospital de Especialidades, IMSS (SPM n=9).

Los parametros clinicos de los donadores y pacientes incluidos en el estudio se
describen a continuacion. El rango de edad de los cuatro grupos de estudio fueron: MON de 9-
82 afios (82.3 + 12.1), VLMC de 47-96 afios (64.33 £+ 27.5), ILMC de 22-77 afios (49.6 +
16.8) y OMLC de 28-40 afios (32 + 6.9). La distribucion de sexo de los cuatro grupos de
estudio fue: MON 66.66% mujeres, 33.34% hombres; VLMC 75% mujeres, 25% hombres;
ILMC 49% mujeres, 51% hombres; OLMC 64.7% mujeres, 35.3% hombres. El tiempo de
tratamiento de los pacientes de ILMC fue de 24.4 + 20.8 meses (400 mg/dia) mientras que
para los pacientes tratados con otro firmaco como el Dasatinib fue de 49.3 + 12.4 meses.

Para la obtencion de las MSC de los cuatro grupos de estudio, fue necesario obtener las
CMN por medio de un gradiente de densidad. Se obtuvieron diferencias significativas en el
promedio de CMN obtenidas de las muestras de VLMC con respecto a las de MON (Tabla 3);
esto es, 20 veces mas CMN en las muestras de VLMC que en las muestras de MON. Por otro
lado, las muestras de ILMC y OLMC mostraron una disminucion significativa de CMN con

respecto a las obtenidas en MON (Tabla 3).
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Muestra CMN/ml

MON (n=11) 6641573 +7 173 612
VLMC (n=4) 131 521 333 + 89 906 546*
ILMC (n=61) 2702 176 + 3 569 905*
OLMC (n=14) 1981925 +2 072 318*

Tabla 3. Numero de células mononucleares (CMN) obtenidas por mililitro de los cuatro grupos de
estudio. Los resultados se muestran como promedio * desviacion estandar.
MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia
mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con otros
farmacos; CMN/ml: Células mononucleares por mililitro; * Resultados estadisticamente significativos

con respecto a la MON.
2. Obtencion de MSC de MON, VLMC, IILMC y OLMC.

Una vez obtenidas las CMN se procedi6 al cultivo de MSC por adherencia. Para las
muestras de MON, se consigui6é obtener MSC de todas las muestras procesadas, no obstante
solo se trabajo con el 65% de ellas para los cultivos y los diferentes analisis, debido a la
presencia de bacterias, obteniéndose 23 425 + 11 568 MSC/cm” en 2.3 + 0.7 semanas. Por otra
parte, para las muestras de VLMC solo se obtuvieron MSC del 75% de las muestras
procesadas, dejandonos un margen de 6 muestras para los cultivos y los diferentes analisis
obteniéndose 54 533 + 94465 MSC/cm” en 4 + 1 semanas. Con respecto a las muestras de
ILMC, se lograron obtener MSC de todas las muestras, no obstante, s6lo se trabajo con el 64%
debido a la presencia de bacterias o a la proliferacion insuficiente de las MSC obteniéndose 34
487 + 23 539 MSC/cm® en 3.5 + 0.8 semanas. En cuanto a las muestras de OLMC, se
obtuvieron MSC de todas las muestras procesadas, sin embargo solo se trabajo con el 42% ya
que el 20% presentaron contaminacion bacteriana y el resto fueron congeladas en la primera

etapa de este proyecto obteniéndose 18 822 + 10 131 MSC/cm” en 2.9 + 0.9 semanas.
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3. Andlisis de la frecuencia de MSC y contenido de HPC de MON, VLMC, ILMC y OLMC.

Para analizar la frecuencia de MSC en la MO de los cuatro grupos de estudio, se utilizo
el ensayo de CFU-F, cuantificando el numero de colonias de tipo fibroblastoide (Figura 10)
por cada 150 000 CMN sembradas. La frecuencia de MSC en las muestras de MON (n=32)
fue de 1:15 151 CMN, mientras que en las muestras de VLMC (n=8) hubo una disminucion
estadisticamente significativa con respecto a las muestras de MON, siendo su frecuencia de
1:120 000 CMN. Asimismo, se evalud el efecto del Imatinib en la frecuencia de MSC de
pacientes con LMC, en donde se observé un moderado aumento en la frecuencia de las MSC
en el grupo de ILMC (n=51) (1:73 891 CMN) similar al encontrado en el grupo de OLMC
(n=11) (1:71 090 CMN) con respecto a la frecuencia obtenida en las muestras de VLMC
(Figura 11), aunque significativamente menor con respecto a las muestras de MON.

Ademas se evalud el tamafio de las colonias generadas en los ensayos de CFU-F para
ver si el tratamiento con Imatinib in vivo afecta el potencial proliferativo in vitro de las
colonias producidas. Las colonias fueron clasificadas en tres grupos de acuerdo a su tamaio:
pequefias (1-2 mm?), medianas (3-5 mm?) y grandes (>5 mm?). Los cuatro grupos de estudio
presentaron un mayor porcentaje en las colonias grandes (MON 49%, VLMC 100%, ILMC
53%, y OLMC 48%) (Figura 12).

Por otro lado, se observd una diferencia en la morfologia de las células que
conformaban las colonias sin importar a que grupo de estudio pertenecian. Esta diferencia se
nombro como: colonias de tipo fibroblastoide, es decir, colonias con una morfologia definida
y ordenada, caracterizadas por células en forma de huso, largas y delgadas (Figura 13A) y
colonias de tipo no fibroblastoide, es decir, colonias con una morfologia indefinida,

caracterizadas por células anchas, largas y con crecimiento desordenado (Figura 13B).
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Figura 10. Microfotografias de CFU-F de los cuatro grupos de estudio (40 aumentos).
(A) CFU-F de MON, (B) CFU-F de VLMC, (C) CFU-F de ILMC, (D) CFU-F de OLMC.
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Figura 11. Numero de CFU-F obtenidas por cada 150 000 CMN de los cuatro grupos de estudio. Los
resultados se presentan como el promedio de CFU-F obtenidas. CFU-F: Unidades formadoras de
colonias fibroblastoides; CMN: Células mononucleares; MON: Médula 6sea normal; VLMC:
Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib;
OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de muestras; *:

Resultados estadisticamente significativos.
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Figura 12. Analisis del tamafio de colonias obtenidas en los ensayos de CFU-F. Colonias pequeiias (1-
2 mm), medianas (3-5 mm) y grandes (mas de 5 mm). (A) Colonias de MON, (B) Colonias de VLMC,
(C) Colonias de ILMC, (D) Colonias OLMC. Los resultados se presentan como porcentaje obtenido
para cada tamaiio de colonias. MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin
tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide

cronica tratados con otros farmacos.
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Figura 13. Microfotografias de CFU-F conformada de células con morfologia fibroblastoide (A) y

CFU-F conformada de células con morfologia no fibroblastoide (B) (400 aumentos).

Asimismo, también se evalud el contenido de los HPC por medio de un ensayo de
colonias en cultivos semisodlidos, en el que se cuantifica el nimero de CFU-C obtenidas por
cada 50 000 CMN; esto con la finalidad de descartar un efecto diluyente por parte de las
células leucémicas en la muestra. El promedio de colonias obtenido para el grupo de las
VLMC mostré un menor numero de colonias con respecto al control de MON, no obstante
esta disminucion no fue estadisticamente significativa. El grupo de ILMC y de OLMC
presentaron un nimero de colonias similar con respecto al grupo de MON (Figura 14). Con lo
anterior, podemos decir que las MSC de pacientes de VLMC, ILMC y OLMC se encuentran
disminuidas con respecto a los pacientes de MON, sin embargo el contenido de los HPC no

parece estar alterado en ninguno de los grupos de estudio.

71



200
180
160 -
140
120
100

80

60

No. de CFU-Cen 5 x 10 * CMN

40

MON (n=11) VLMC(n=8) ILMC(n=61) OLMC (n=15)

Figura 14. Numero de CFU-C obtenidas por cada 50 000 CMN de los cuatro grupos de estudio.
CFU-C: Unidades formadoras de colonias; Los resultados se presentan como el promedio de
CFU-C obtenidas. CMN: Células mononucleares; CFU-C: Unidades formadoras de colonias; MON:
Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide
cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos; n=:

Numero de muestras.

4. Caracterizacion de las MSC de MON, VLMC, IILMC y OLMC.

La caracterizacion de las MSC se realizé de acuerdo a lo reportado por la Sociedad
Internacional de Terapia Celular como los criterios minimos para definir MSC (Dominici y
cols., 2006), evaluando diferentes parametros como son: el inmunofenotipo y la capacidad de

diferenciacion de las células a distintos linajes (adipogénico, osteogénico y condrogénico).

4.1 Determinacion del Inmunofenotipo

Para corroborar que las poblaciones de los cuatro grupos de estudio expresaban los
marcadores propios de las MSC, se analizé su inmunofenotipo mediante citometria de flujo,
ubicando inicialmente la poblacion por tamafio y granularidad. Los marcadores evaluados
fueron: CD90 (Thy-1), CD105 (Endoglina) y CD73 (ecto-5-nucleotidasa) pues son

caracteristicos de las MSC (Dominici y cols., 2006). Por otro lado, también fue necesario
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descartar la presencia de macrofagos y células dendriticas (CD14), de células endoteliales y
hematopoyéticas (CD31, CD45 respectivamente), de progenitores hematopoyéticos (CD34) y
de células presentadoras de antigeno tipo II (HLA-DR). Por ultimo, se evalu6 el marcador
HLA-ABC, reportado como el antigeno mayor de histocompatibilidad tipo I que se expresa en
todos los tipos celulares incluyendo las MSC. La regién M1 se establecié como positiva a
partir de los isotipos correspondientes utilizados como control.

Las MSC de los cuatro grupos de estudio expresaron marcadores caracteristicos como
CD105, CD90 y CD73 en mas del 96% (Tabla 4). HLA-ABC también se expres6 de forma
homogénea aunque en menor cantidad en los cuatro grupos de estudio. Por otra parte, menos
del 3% de las MSC resultaron positivas para CD45, CD31 y HLA-DR (Tabla 4),
sugiriéndonos la ausencia de células hematopoyéticas y células endoteliales en los cultivos y
por tanto un cultivo de MSC sin contaminacion celular, no obstante, el 18% de las MSC
obtenidas de OLMC fueron positivas para el marcador CD34. Por otro lado, las MSC de los
cuatro grupos de estudio expresaron el marcador PDGF-Rb en mas del 85% y fueron negativas

para el PDGF-Ra (< 3.5%).

Marcador  MON (n=13) VLMC (n=4) ILMC (n=14) OLMC (n=3)

CD31 0.5+0.6 1.06+0.8 05+0.3 0.3+0.03
CD14 1.6+2.2 0.6+0.5 1.5+1.2 22+1.7
CD45 0.7+1.5 0.7+0.6 0.6+0.4 0.4+0.05
CD34 29+6.6 23+13 49+7.5 18.07 £+ 11.2
CD90 98.4+3 96.7+6 99.7+0.3 99.5+0.2
CD105 80.9+24.8 99.6+0.4 96.4+6.3 99.3+0.5
PDGF-Ra 0.57 £ 0.66 16+1.2 34+34 1.8+1.6
PDGF-R b 84.7+23.3 94.7+6.2 96.3+10 99+0.7
HLA-ABC 55.6 +32.5 65.19 £ 56.5 61.5+35.2 87.7+5
HLA-DR 1.6+2.6 3+45 13+1.4 0.7+0.1
CD73 97.1+5.3 98.9+1.5 94.3+9.8 99.1+0.3

Tabla 4. Porcentaje de expresion de los antigenos analizados para determinar el inmunofenotipo de las
MSC en los cuatro grupos de estudio. Los resultados se presentan como promedio del porcentaje
expresado + desviacion estandar. MSC: Células troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea normal;
VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con

Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de muestras.
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4.2 Evaluacién del potencial de diferenciacién.

El potencial de diferenciacion adipogénico fue evaluado después de haber inducido a
las MSC con medio de diferenciacion especifico durante 14 dias (MON n=11; VLMC n=4;
ILMC n=11; OLMC n=3). Transcurrido este tiempo se realizd la tinciéon de rojo oleoso
directamente en la caja de cultivo, con la que se identifican grasas neutras, dando como
resultado lipidos de color rojo brillante permitiendo asi una identificacion cualitativa, sin
embargo, también se llevo acabo dicha tincién en frotis celulares con la finalidad de obtener el
porcentaje de células positivas (células con vacuolas rojo brillante) (Figura 15A) y de esta
manera obtener un valor cuantitativo. Las MSC obtenidas de los cuatro grupos de estudio
tuvieron la capacidad de diferenciarse a adipocitos de manera similar. No obstante, a pesar de
que no existen diferencias significativas se muestra una tendencia a una mayor diferenciacion
adipogénica por parte de las muestras de ILMC y VLMC con respecto a las de MON (Figura
15, Figura 16).
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Figura 15. Microfotografias de MSC inducidas a adipocitos que se muestran como vacuolas lipidicas
positivas para rojo oleoso (flechas negras) en frotis celulares (400 aumentos); (A) Adipocitos de MON
positivos para rojo oleoso, (B) Adipocitos de VLMC positivos para rojo oleoso, (C) Adipocitos de
ILMC positivos para rojo oleoso, (D) Adipocitos de OLMC positivos para rojo oleoso, (E) MSC sin

medio de diferenciacion negativas para rojo oleoso.
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Figura 16. Capacidad de diferenciacion adipogénica de las MSC de los cuatro grupos de estudio. Los
resultados se presentan como el promedio del porcentaje de células positivas para la tincidon con rojo
oleoso. MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC:
Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con

otros farmacos; n=: Numero de muestras; DIF: Diferenciacion.

Por otra parte, la capacidad de diferenciacion osteogénica de las MSC fue determinada
después de inducirlas con medio de diferenciacion especifico durante 14 dias (MON n=9;
VLMC n=2; ILMC n=9, OLMC n=3). Esta capacidad de diferenciacion, se evalué con la
tincion de fosfatasa alcalina en frotis celulares, con la que se observa la reaccion de dicha
enzima involucrada en la mineralizacion de la matriz dsea al estar en contacto con sustrato,
dando como resultado células tefiidas en color morado (Figura 17A). Las MSC obtenidas de
los cuatro grupos de estudio tuvieron la capacidad de diferenciarse a osteoblastos de manera
similar, sin embargo las capas de MSC sin medio de diferenciaciéon mostraron un porcentaje
de positividad para fosfatasa alcalina similar a las MSC con medio de diferenciacion

osteogénico (Figura 17, Figura 18).

75



=
& A B C
R / 4 3
rd L || =
W ¥ N < ¥
®
e
y a
[ - wd
- D E
o - é
P 2 0N o
/ \ » = :
. ~ -
. =
< e 1 . -
| i =

Figura 17. Microfotografias de MSC inducidas a osteoblastos que se muestran como células positivas
para fosfatasa alcalina (flechas negras) en frotis celulares (400 aumentos); (A) Osteoblastos de MON
positivos para fosfatasa alcalina (B) Osteoblastos de VLMC positivos para fosfatasa alcalina, (C)
Osteoblastos de ILMC positivos para fosfatasa alcalina, (D) Osteoblastos de OLMC positivos para

fosfatasa alcalina, (E) MSC sin medio de diferenciacion positivas para fosfatasa alcalina.

Finalmente, la capacidad condrogénica de las MSC fue determinada después de
haberlas inducido con medio de diferenciacion por 14 dias, utilizando la técnica de micromasa
(MON n=12; VLMC n=4; ILMC n=11, OLMC n=4). Dicha diferenciacion, fue evaluada por
la presencia de un agregado compacto de células que se puede ver a simple vista y por la
tincion de azul alciano que identifica mucopolisacéaridos caracteristicos de los condrocitos
(Figura 20A). Los cuatro grupos de estudio, fueron positivos para la tincidon de azul alciano

principalmente en las células de la periferia del agregado celular (Tabla 5, Figura 19).
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Figura 18. Capacidad de diferenciacion osteogénica de las MSC de los cuatro grupos de estudio. Los
resultados se presentan como el promedio del porcentaje de células positivas para la tincion de
fosfatasa alcalina. MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento;
ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados

con otros farmacos; n=: Numero de muestras; DIF: Diferenciacion.

Muestra Sin Induccion Con Induccion
MON 0/12 12/12
VLMC 0/5 4/5
ILMC 0/11 11/11
oLmcC 0/4 4/4

Tabla 5. Numero de conglomerados de MSC positivos para azul alciano obtenidos en cada ensayo sin
medio de induccion y con medio de induccion condrogénico. Los resultados se presentan como nimero
de conglomerados celulares formados. MSC: Células troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea
normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica

tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos.
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Figura 19. Microfotografias de MSC inducidas a condrocitos en agregados celulares positivos para la
tincion azul alciano (flechas negras) (400 aumentos). (A) Condrocitos de MON positivos para azul
alciano, (B) Condrocitos de VLMC positivos para azul alciano, (C) Condrocitos de ILMC positivos

para azul alciano, (D) Condrocitos de OLMC positivos para azul alciano, (E) MSC sin medio de
diferenciacion condrogénico negativas para azul alciano y sin formacion del agregado celular. MSC:

Células troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin
tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide

cronica tratados con otros farmacos.

5. Ensayos de co-cultivos

5.1 Descripcion de la poblacién hematopoyética inicial

Para evaluar la capacidad funcional para sostener la hematopoyesis normal de las MSC
obtenidas de pacientes con LMC tratados con Imatinib, se utilizo el sistema de co-cultivo,
donde se cultivan HSC sobre una capa confluente de MSC. Para este estudio, se utilizaron
HSC CD133+ CD34+ Lin- obtenidas a partir de CMN de SPM de donadores sanos. La
obtencion se realizd mediante un kit comercial diamante de aislamiento de células CD133
humanas (DIAMOND CD133 ISOLATION KIT HUMAN, Miltenyi).

Se valor6 el contenido de HSC antes (pre-separacion) y después de pasar las células
por las columnas inmunomagnéticas (post-separacion) por citometria de flujo para obtener la

pureza, es decir, el porcentaje de células que presentan el fenotipo CD133+ CD34+ Lin- y el
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enriquecimiento, es decir, cuantas veces se incremento la frecuencia de la poblaciéon CD133+
CD34+ Lin- en las células post-separacion con respecto a las células pre-separacion. El
contenido de HSC pre-separacion fue del 20% y en la post-separacion fue del 97%, indicando
este ultimo dato una pureza muy alta en la poblacion obtenida. Aunque, a pesar de obtener una
pureza muy alta, el porcentaje de recuperacion celular fue bajo (0.3%) (Tabla 6, Figura 20).

Por otra parte, la poblacion obtenida fue enriquecida 4.7 veces, es decir, por cada 100
000 células pre-separacion hay 20 300 células con fenotipo CD133+ CD34+ Lin- y una vez
enriquecidas por cada 100 000 células post-separacion existen 97 300 células con fenotipo
CD133+ CD34+ Lin- (Tabla 6).

Al mismo tiempo, se evalud el nimero de progenitores CFU-C en las CMN pre y post
separacion, por medio de un ensayo de colonias en cultivos semisolidos, en el que se
cuantifica el nimero de colonias de origen hematopoyético obtenidas en un determinado
niumero de CMN. De manera similar a las HSC CD133+ CD34+ Lin-, los progenitores fueron

enriquecidos 3.3 veces en post-separacion (Tabla 6).

Pre —Separacion (n=5) Post-Separacion (n=5)

No. de CMN 212921721 +£69914 424 607 269 £ 294 602
Pureza CD133+CD34+ Lin- (%) 20.3+13.3 97.3+3.2
Enriquecimiento  de  células 47
CD133+CD34+ Lin- (l. veces) ’
Recuperacion de células

_____________________ +
CD133+CD34+ Lin- (%) 0.3£0.2
No. de Progenitores CFU-C 1572.5 £2622.3 5225+ 3327.8
Enriguecimiento de 33

progenitores (. veces)

Tabla 6. Caracteristicas de la poblacion hematopoyética inicial. Nimero de CMN, contenido de HSC
CD133+ CD34+ Lin-, nimero de progenitores CFU-C, enriquecimiento y pureza pre y post separacion
en SPM. Los resultados se presentan como promedio * desviacion estandar 6 incremento en veces.
CMN: Células mononucleares; Lin-: Linaje negativo; I. veces: incremento en veces; CFU-C: Unidades

formadoras de colonias; n=: Numero de muestras.
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Figura 20. Inmunofenotipo de las HSC CD133+CD34+Lin- de SPM. (A) Grafica representativa del
tamafio y granularidad de las CMN pre-seperacion y post-separacion. La regiones marcadas en azul
seleccionan a las CMN y excluyen a las células muertas y células de mayor tamaiio, (B) Plot
representativo del contenido de HSC pre-separacion, (C) Plots representativos del contenido de HSC
post-separacion en tres ensayos representativos. El cuadrante se establecio a partir de los controles

negativos y positivos correspondientes (datos no mostrados).

5.2 Evaluacion del soporte hematopoyético.

Los parametros a considerar para evaluar la capacidad funcional del soporte
hematopoyético de las MSC fueron: la proliferacion de CN al dia 21 y al dia 35, el contenido
de progenitores hematopoyéticos al dia 21 y al dia 35 y la expansion de las HSC CD133+
CD34+ al dia 21. Estos parametros fueron evaluados en dos fracciones del cultivo: la fraccion
No Adh considerada como las CN no adheridas a las MSC y la fraccion Adh considerada

como las CN adheridas a las MSC. Cabe mencionar que para cada parametro, los datos
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obtenidos en las dos fracciones fueron sumadas, con la finalidad de obtener un valor
representativo del cultivo celular como una sola fraccion.

La proliferaciéon de las CN se evalud contando las células con azul de tripano. La
proliferacion total en el cultivo al dia 21 fue mayor en las capas de los cuatro grupos de
estudio con respecto al control de CN cultivadas sin MSC, lo que también se reflejo al dia 35
aunque en menor proporcion. Sin embargo, a pesar de que no existen diferencias
estadisticamente significativas, al dia 21 se observd un mayor incremento en la proliferacion

de CN co-cultivadas con las MSC de ILMC con respecto a las MSC de MON (Figura 21).

O Dia 21
A Dia 35

Incremento en veces con respecto al control de CN
cultivadas sin MSC

MON (n=5) VLMC (n=3) ILMC (n=5) OLMC (n=4)

Figura 21. Proliferacion de CN de SPM en co-cultivo con MSC de MON, VLMC, ILMC y OLMC con
respecto a las CN sin MSC, al dia 21 y dia 35. Los resultados se presentan como el promedio de CN
totales obtenidas por pozo en incremento en veces con respecto al control de CN cultivadas sin MSC.
CN: Células nucleadas; MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin
tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide

cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de muestras.
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Otro de los parametros a considerar para evaluar la capacidad funcional del soporte
hematopoyético fue el contenido de los HPC al dia 21 y al dia 35; esto se valordé con un
ensayo de colonias en cultivos semiso6lidos.

El contenido total de los progenitores en el cultivo al dia 21, fue mayor en las capas de
los cuatro grupos de estudio con respecto al control de CN cultivadas sin MSC, lo que también
se reflejo al dia 35. Sin embargo, a pesar de que no existen diferencias estadisticamente
significativas, tanto al dia 21 como al dia 35 se observo un mayor incremento del contenido de

progenitores obtenidos en los co-cultivos de ILMC y OLMC (Figura 22).
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Figura 22. Contenido de progenitores hematopoyéticos obtenidos de CN de SPM en co-cultivo con
MSC de MON, VLMC, ILMC y OLMC con respecto a las CN cultivadas sin MSC, al dia 21 y dia 35.
Los resultados se presentan como el promedio de progenitores totales obtenidos por pozo en
incremento en veces con respecto al control de CN sin MSC. CN: Células nucleadas; MON: Médula
osea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica
tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de

muestras.
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El ultimo parametro a considerar para evaluar la capacidad funcional del soporte
hematopoyético fue la expansion de HSC al dia 21, la cual se evalu6 por citometria de flujo.
La expansion se define como el incremento de las células con las mismas caracteristicas con
las que inici6 el cultivo, en este caso la poblacion que se sigui6 fue la de CD133+ CD34+. A
pesar de que las diferencias no fueron estadisticamente significativas, se mostro que las células
con este fenotipo se expandieron en todos los co-cultivos con respecto al control de CN
cultivadas sin MSC, notdndose que hay una mayor expansion en las células co-cultivadas con

las MSC de ILMC con respecto a las MSC de MON (Figura 23).

14 4

12 4

10 1

cultivadas sin MSC

Incremento en veces con respecto al control de CN

MON (n=5) VLMC (n=3) ILMC (n=5) OLMC (n=4)

Figura 23. Expansion de células CD133+ CD34+ presentes en CN de SPM en co-cultivo con MSC de
MON, VLMC, ILMC y OLMC con respecto a las células CD133+ CD34+ presentes en CN cultivadas
sin MSC, al dia 21. Los resultados se presentan como el promedio de células CD133+ CD34+ en
incremento en veces con respecto al control de CN cultivadas sin MSC HSC: Células troncales
hematopoyéticas; CN: Células nucleadas; MSC: Células troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea
normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica
tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de

muestras.
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Por otra parte, se analizd la fraccion no adherente y la fraccion adherente en los tres
parametros considerados para evaluar la capacidad funcional del soporte hematopoyético de
las MSC.Se observo una mayor proliferacion de CN y de progenitores en la fraccion adherente
al dia 21, pues para los cuatro grupos de estudios el mayor porcentaje de las células totales asi
como de progenitores se encontrd en esta fraccion (MON= 73% y 71%; VLMC= 64% y
55.7%; ILMC= 75.3% y 66.4%; OLMC= 71.3% y 57.6%). Sin embargo, al dia 35 se observo
lo contrario, es decir, el mayor porcentaje de las células totales y de progenitores se encontro
en la fraccion no adherente (MON= 70.3% y 73.2%; VLMC= 82.3% y 68.5%; ILMC= 78.4%
y 63%; OLMC= 63.2% y 64%) (Tabla 7). Por otra parte, aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, la expansion de células HSC CD133+ CD34+ al dia 21 mostro

un mayor incremento en la fraccion adherente en los cuatro grupos de estudio (Tabla 8).

MON (n=5) | VLMC (n=3) | ILMC (n=5) | OLMC (n=4)

No Adh 27 36 24.7 28.7
CN al dia 21
Adh 73 64 75.3 71.3
No Adh 70.3 82.3 78.4 63.2
CN al dia 35
Adh 29.7 17.7 21.6 36.8
No Adh 29 44.3 33.6 42.4
Progenitores al dia 21
Adh 71 55.7 66.4 57.6
No Adh 73.2 68.5 63 64
Progenitores al dia 35
Adh 26.8 31.5 37 36

Tabla 7. Parametros para evaluar la capacidad funcional del soporte hematopoyético de las MSC
obtenidas de MON, VLMC, ILMC, OLMC y CN cultivadas sin MSC, en dos fracciones del cultivo
(fraccion no adherente y fraccion adherente) al dia 21 y dia 35. Los resultados se muestran como el

porcentaje de CN y el porcentaje de progenitores obtenidos en cada fraccion del cultivo. CN: Células
nucleadas; MSC: Células troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia
mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC:
Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de muestras; No Adh: No

adherente; Adh: Adherente.
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MON (n=5) | VLMC (n=3) | ILMC (n=5) | OLMC (n=4) | CN sin MSC
(n=5)

Células NoAdh  0.74+0.22 2.06+1.6 1.7+1.1 2.09+0.6 1.7+1.7
CD133+ CD34+
Adh 15409 | 4.16+2.46 4254256 392421 @ oo

Tabla 8. Expansion de células CD133+ CD34+ presentes en CN de SPM en co-cultivo con MSC de
MON, VLMC, ILMC, OLMC y CN cultivadas sin MSC, en dos fracciones del cultivo (fraccion no
adherente y fraccion adherente) al dia 21. Los resultados se muestran como el promedio + desviacion
estandar de células CD133+ CD34+ en incremento en veces. CN: Células nucleadas; MSC: Células
troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin
tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide

cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de muestras; No Adh: No adherente; Adh: Adherente.

Finalmente, las MSC de los cuatro grupos de estudio tuvieron la capacidad de expandir
en diferentes porcentajes tres subpoblaciones que perdieron o mantuvieron la expresion de los
marcadores CD133 y CD34. En este sentido, entre el 0.3% y 2.6% de la poblacion total
mantuvo la expresion del antigeno CD133 y perdio la expresion de CD34 (CD133+ CD34-) en
ambas fracciones y sin diferencias significativas entre los cuatro grupos de estudio, entre el
3.5% vy el 8.8% de la poblacidon total mantuvieron la expresion de ambos marcadores (CD133+
CD34+) con un incremento significativo en el porcentaje encontrado en la fracciéon no
adherente para VLMC, ILMC y OLMC con respecto al grupo de MON. Entre el 12% y el
24% de la poblacion total expresé solamente el marcador CD34 (CDI133- CD34+) sin
diferencias significativas en ambas fracciones para los cuatro grupos de estudio. Finalmente,
mas del 68% de la poblacion total fue negativa para ambos marcadores (CD133- CD34-) en
las dos fracciones del cultivo para los cuatro grupos de estudio, obteniéndose una disminucion
significativa en el porcentaje para los cuatros grupos de estudio con respecto al control de CN
cultivadas sin MSC en la fraccion no adherente (Tabla 9, Figura 24). Estos datos correlacionan
con los obtenidos en dia cero en la muestra pre-separacion (Figura 20), en donde la mayoria de
la poblacion expresa CD34 sin CD133, continuando con la subpoblacion que expresa CD34 y

CDI133 y con una mucho menor presencia de la subpoblacion CD133+CD34-.
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Subpoblacién Fraccion | MON (n=5) | VLMC (n=3) | ILMC (n=5) oLMC CN sin MSC
del cultivo (n=4) (n=5)

No Adh 45+1.7 6.6+3.6 83+22 8.8+ 3 49+1.9
CD133+CD34+
Adh 3.5+2.4 55+4 6.6+2 67+1.9 | oo
No Adh 0.98+2 1.9+2.7 2.8+2.9 0.6+0.4 1.9+3.1
CD133+CD34-
Adh 09+1.8 1.3+1.3 2142 [T T R —

No Adh 16.2£5.7 13.6+6.3 12.4+£8.2 19.4+6.2 6.3t3.4
Adh 24.1+9.3 20.7+9.2 13+£55 244+43 | e

CD133-CD34+

No Adh 78.3+3.6* 75.8 £5.3* 76.4+4.2* 71.2 £8.3* 86.8+3.6
CD133-CD34-
Adh 714+8.1 72.5+10.2 783%3 685+t49 | -

Tabla 9. Porcentaje de subpoblaciones obtenidas a partir de la proliferacion de HSC CD133+ CD34+
en co-cultivo con MSC de MON, VLMC, ILMC, OLMC y CN cultivadas sin MSC en la fraccion no
adherente y fraccion adherente, al dia 21. Los resultados se muestran como el promedio * desviacion
estandar de los porcentajes obtenidos en la evaluacion del inmunofenotipo de las CN co-cultivadas con
las MSC. *: Estadisticamente significativo; CN: Células nucleadas; MSC: Células troncales
mesenquimales; MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento;
ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados

con otros farmacos; n=: Numero de muestras; No Adh: No adherente; Adh: Adherente.

6. Expresion de N-cadherina

6.1 Expresion de N-cadherina en la poblacion hematopoyética

Finalmente, se analizd la expresion de la N-cadherina por citometria de flujo en las
HSC CD133+ CD34+ presentes en la fraccion no adherente y en la fraccion adherente del
cultivo. Al dia 0, el porcentaje de expresion de esta molécula en las HSC CD133+ CD34+ Lin-
sin cultivar fue de 23.6 + 24.9%. No obstante, al dia 21 este porcentaje disminuyd
aproximadamente 12 veces en las HSC CD133+ CD34+ co-cultivadas con las MSC de todos
los grupos de estudio asi como en el control de CN sin MSC con excepcion de las HSC co-
cultivadas con las MSC de VLMC, las cudles mantuvieron la expresion de N-cadherina en la

fraccion adherente (Figura 25).
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Figura 24. Subpoblaciones que comparten los marcadores CD133 y CD34. (A) Grafica representativa
del tamafio y granularidad de las CN co-cultivadas al dia 21. Las regiones marcadas en azul
seleccionan a las CN y excluyen a las células muertas y células de mayor tamafo, (B) Esquema de la
localizacion de las subpoblaciones de acuerdo a la expresion de los marcadores CD133 y CD34, (C)
Plots representativos de las subpoblaciones que comparten los marcadores CD133 y CD34 presentes en
las CN de la fraccidon no adherente y de la fraccion adherente de los cuatro grupo de estudio en cuatro
ensayos representativos. El cuadrante se establecio a partir de los controles negativos y positivos
correspondientes (datos no mostrados). MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide
cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia

mieloide cronica tratados con otros farmacos.
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A pesar de que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos, la expresion de N-cadherina fue mucho mayor en las HSC co-cultivadas con las
MSC de VLMC en la fraccion adherente. Por otra parte, la expresion de N-cadherina tendid a
ser menor en la fraccion adherente para el resto de los tratamientos, notandose principalmente

en las HSC co-cultivadas con las MSC de ILMC (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de expresion de N-cadherina en las HSC CD133+ CD34+ presentes en las CN
co-cultivadas con MSC de MON, VLMC, ILMC, OLMC y CN cultivadas sin MSC al dia 21. Los
resultados se presentan como el promedio del porcentaje de expresion de N-cadherina en la poblacion
de CD133+ CD34+. HSC: Células troncales hematopoyéticas; CN: Células nucleadas; MSC: Células
troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin
tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide

cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de muestras.

Por otro lado, en ambas fracciones del cultivo las tres subpoblaciones antes descritas
(CD133+ CD34-, CD133- CD34+ y CD133- CD34-) expresaron N-cadherina en diferentes
porcentajes. En este sentido, la subpoblacion CD133- CD34+ expres6 N-cadherina (0.5-5.6%)
en ambas fracciones y sin diferencias significativas entre los cuatro grupos de estudio;
asimismo la subpoblacion CD133- CD34- mostrd un ligero incremento en el porcentaje de
expresion de N-cadherina (6.5-14.8%) que aunque no fue significativo, presentdé un mayor

porcentaje en la fraccion adherente para las células obtenidas de los co-cultivos de MON,
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VLMC e ILMC, con respecto a la fraccion no adherente y finalmente la subpoblacion CD133+
CD34- presentd el mayor porcentaje de expresion de N-cadherina (20-76%) en ambas
fracciones del cultivo para los cuatro grupos de estudio, sin embargo, a pesar de no encontrar
diferencias significativas se mostr6é una mayor expresion de N-cadherina en las células de los
co-cultivos de MON y OLMC, principalmente en la fraccion no adherente. La expresion de

esta molécula tendi6 a ser menor en el control de CN cultivadas sin MSC (Tabla 10).

MON (n=5) | VLMC (n=3) | ILMC (n=5) | OLMC (n=4) | CN sin MSC (n=5)

No Adh 1.8+1.6 13£13 0.7+0.6 26+17 0.7+0.9
CD133+ CD34+
Adh 12+1 23+37.8 0.3+0.4 19422 | e
No Adh 76.2+47.6 25.9+18 2424426 58.5+30.8 9.1+6
CD133+ CD34-
Adh 60.4 +37.8 55.7+23.4 38.9+35 28.5+43.5 | e
No Adh 3.2+2 3429 4.6+85 31+25 34+18
CD133- CD34+
Adh 26+26 52+75 0.5+0.5 23+19 | e
No Adh 9.8+7.9 7.5+6.6 8.1+6.7 8.1+9.5 7.6+6.4
CD133- CD34-
Adh 14+9.1 12.3+10.3 14.8+7.4 6.5+£10.9 | e

Tabla 10. Porcentaje de expresion de N-cadherina en las subpoblaciones obtenidas a partir de la
proliferacion de HSC CD133+CD34+ en co-cultivo con MSC de MON, VLMC, ILMC, OLMC y CN
cultivadas sin MSC en la fraccion no adherente y en la fraccion adherente, al dia 21. Los resultados se

muestran como el promedio * desviacidon estandar de los porcentajes de expresion de N-cadherina
obtenidos de la evaluacion del inmunofenotipo de las CN co-cultivadas con las MSC. CN: Células
nucleadas; MSC: Células troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia
mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC:
Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de muestras; No Adh: No

adherente; Adh: Adherente.

Por otra parte, las MSC de los cuatro grupos de estudio tuvieron la capacidad de
expandir a la subpoblacion CD133+ CD34+ N-cadherina+ en ambas fracciones del cultivo. A
pesar de que las diferencias no fueron estadisticamente significativas, se observd que las
células con este fenotipo se expandieron en todos los co-cultivos con respecto al control de
CN cultivadas sin MSC, notandose que hay una tendencia a una mayor expansion en las
células co-cultivadas con las MSC de VLMC y de OLMC principalmente en la fraccion
adherente (Figura 26).
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Figura 26. Expansion de la subpoblacion CD133+ CD34+ N-cadherina+ presente en las CN co-
cultivadas con MSC de MON, VLMC, ILMC y OLMC en la fraccion no adherente y en la fraccion
adherente, al dia 21. Los resultados se presentan como el promedio de células CD133+ CD34+ N-
cadherina+ en incremento en veces con respecto al control de CN cultivadas sin MSC. CN: Células
nucleadas; MSC: Células troncales mesenquimales; MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia
mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC:

Leucemia mieloide cronica tratados con otros farmacos; n=: Numero de muestras.

6.2 Expresion de N-cadherina en las MSC

Finalmente, al dia 21 se evalud la expresion de la N-cadherina por citometria de flujo
en las MSC, en presencia y ausencia de CN en el cultivo. Las capas de MSC de VLMC, ILMC
y OLMC en ausencia de CN, presentaron una disminucion no significativa en la expresion de
N-cadherina con respecto a las MSC de MON sin CN. Sin embargo, en las MSC co-cultivadas
con CN se observo un efecto contrario, a pesar de no encontrar diferencias significativas, la
expresion de N-cadherina mostr6 una tendencia a disminuir en las MSC de MON y a

incrementarse en las MSC de ILMC (Figura 27).
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Figura 27. Porcentaje de expresion de N-cadherina en las MSC de MON, VLMC, ILMC y OLMC en
ausencia y presencia de CN al dia 21. Los resultados se muestran como el porcentaje de expresion de
N-cadherina obtenido en las MSC. CN: Cé¢lulas nucleadas; MSC: Células troncales mesenquimales;

MON: Médula 6sea normal; VLMC: Leucemia mieloide cronica sin tratamiento; ILMC: Leucemia
mieloide cronica tratados con Imatinib; OLMC: Leucemia mieloide cronica tratados con otros

farmacos; n=: Numero de muestras.
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IX. DISCUSION

Debido a que existen datos de alteracion en el metabolismo 6seo de pacientes con LMC
tratados con Imatinib, se han realizado diversos estudios in vitro donde se ha reportado que
este farmaco al bloquear el PDGF-R, inhibe la proliferaciéon de las MSC e incrementa su
diferenciacion hacia osteoblastos. No obstante, a pesar de que las MSC tienen un papel
sumamente importante en el mantenimiento de la hematopoyesis normal, no se ha estudiado si
las MSC de pacientes tratados con Imatinib tienen alterada su capacidad funcional. Por lo que,
el presente trabajo es el primero en estudiar la capacidad funcional para soportar la
hematopoyesis normal in vitro de las MSC de pacientes con LMC tratados con Imatinib y
compararlas con MSC de individuos sanos, con MSC de pacientes de LMC sin tratamiento y
con MSC de pacientes con LMC tratados con otros fairmacos.

Los grupos de investigacion que han estudiado la capacidad funcional para soportar la
hematopoyesis de las MSC de LMC, se han enfocado en pacientes sin tratamiento o tratados
con farmacos que no son inhibidores de cinasas de tirosina. En el trabajo publicado por Jootar
y cols. (2006), se estudio la capacidad para soportar la expansion de células troncales de SCU
CDI133+ normales en MSC obtenidas de pacientes recién diagnosticados que no habian
recibido tratamiento. Estos autores demostraron que las MSC de LMC tienen la capacidad de
expandir HSC CD133+ al mismo nivel que su contraparte normal. Zhao y cols. (2006) por su
parte, evaluaron la capacidad para soportar la hematopoyesis de las MSC de pacientes con
LMC sin tratamiento y de MSC de pacientes tratados con Hidroxiurea e IFN-a, co-
cultivandolas con CMN no adherentes de médula 6sea. Estos autores, concluyeron que tanto
las MSC de pacientes sin tratamiento como las MSC de pacientes tratados muestran la
capacidad de mantener LTC-IC de manera similar a las MSC de donadores sanos. Ambos
reportes concuerdan con los datos obtenidos en nuestro estudio, donde encontramos que las
MSC de pacientes con LMC sin tratamiento no tienen alterada su capacidad para soportar la
proliferacion, expansion y diferenciacion de HSC CD133+ CD34+ Lin-. Lo anterior sugiere,
que las MSC provenientes de LMC in vitro son funcionalmente normales, considerando
ademds que estas células no expresan el re-arreglo BCR-ABL ni muestran dafios en su
cariotipo, pero si mantienen la capacidad de diferenciarse a adipocitos, osteoblastos y

condrocitos (Goémez, 2009; Carrara y cols., 2007; Jootar y cols., 2006; Zhao y cols., 2006). No
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obstante, no se puede descartar que in vivo las MSC de LMC puedan ser anormales, ya que se
ha reportado que las células hematopoyéticas leucémicas pueden provocar cambios en el
microambiente, generando asi un microambiente leucémico que modifica la expresion de
citocinas en el nicho, causa disfunciéon de HPC normales y afecta sus patrones de migracion
(Colmone y cols., 2008). De hecho, en otro estudio se demostré que células CD45+
provenientes de pacientes con LMC, presentan cambios funcionales y morfologicos durante
cultivos primarios a largo plazo, formando un nicho leucémico y produciendo una gran
cantidad de citocinas que promueven la proliferacion de las células de LMC. Si este fendémeno
se reproduce in vivo, dichas citocinas interactuarian con el resto del microambiente y
probablemente favorecerian el fenotipo leucémico (Shirasaki y cols. 2011). En contraparte,
Zhang y Zhang (2009) demostraron por medio de un ensayo de co-cultivo la influencia de las
MSC obtenidas de donadores sanos en la inhibicion de la proliferacion de CMN de LMC, al
expresar niveles altos de INF-a.. Esta inhibicion de la proliferacion, sugiere una alteracion de
las MSC al interactuar con células malignas, pues este incremento en la expresion del INF-a
solo se did en la presencia de las mismas. Asimismo, se ha demostrado que al co-cultivar
células CD34+ obtenidas de pacientes con LMC y MSC obtenidas de donadores sanos, éstas
ultimas preservan a las células leucémicas de una muerte inducida por un inhibidor de cinasa
de tirosina, reduciendo la activacion de la caspasa-3 y la modulacion de la expresion de la
proteina anti-apoptotica Bel-XL (Vianello y cols., 2010).

A pesar de que las MSC de LMC presentan caracteristicas similares a su contraparte
normal, las evidencias anteriores muestran que la influencia ejercida por las células leucémicas
puede tener consecuencias en su funcionamiento, incluso en la presencia de inhibidores de
cinasas de tirosinas como el Imatinib.

De acuerdo a esto, la disminucidén en la frecuencia de las MSC en la MO de pacientes
con LMC encontrada en el presente trabajo y reportada previamente en nuestro grupo de
investigacion (Gomez, 2009), podria deberse a la interaccion entre las células leucémicas y las
MSC in vivo. Sin embargo, también podria deberse a un efecto diluyente por la presencia de
células leucémicas en la fraccion de CMN, lo cual disminuiria la proporcion de MSC en el
volumen de la muestra, con lo que también se esperaria una disminucion en la generacion de
colonias hematopoyéticas. No obstante, el promedio de colonias que obtuvimos entre los

cuatro grupos de estudio fue similar, sugiriendo que la baja frecuencia de las MSC encontrada
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hasta el momento no se debe a un efecto diluyente y reforzando asi que podria deberse a un
efecto negativo de las células leucémicas sobre las MSC. No obstante, en un trabajo reciente
se reportd que la frecuencia de MSC en pacientes con LMC esta incrementada (Shirasaki y
cols., 2011), sin embargo esta diferencia podria deberse al bajo nimero de muestras utilizadas
(n=3), puesto que la disminucidén en la frecuencia de las MSC de VLMC que se observo en el
presente estudio y en el estudio independiente reportado previamente en nuestro grupo de
investigacion (Gomez, 2009) contaron con un mayor numero de muestras (n=8 y n=29
respectivamente).

Ademas, encontramos que la frecuencia de MSC en pacientes con LMC tratados con
Imatinib y con otros farmacos como el Dasatinib, se encuentra disminuida aunque en menor
proporcion a lo observado en las muestras de LMC sin tratamiento. Esta reduccion podria
deberse a que el Imatinib asi como el Dasatinib pueden inhibir la proliferacion de las MSC in
vivo, de forma similar a lo que se ha observado in vitro (Jonsson y cols., 2010; Fitter y cols.,
2008; Fierro y cols., 2007;), lo cual provocaria que su frecuencia dentro de la MO se reduzca
durante el tratamiento.

Por otra parte, encontramos que el porcentaje del tamafio de las colonias de CFU-F es
similar en las muestras de los pacientes sanos y los pacientes con LMC tratados con Imatinib
donde prevalecen las colonias medianas y grandes, lo que concord6 con lo reportado
previamente en nuestro grupo de investigacion (Gomez, 2009), no obstante en las muestras de
los pacientes con LMC sin tratamiento encontramos una prevalencia de las colonias grandes,
lo que sugiere que el potencial proliferativo de estas MSC esta incrementado aunque su
frecuencia en la médula 6sea esta disminuida. Por otro lado, se ha reportado in vitro que al
agregar el Imatinib en los cultivos de MSC de donadores sanos, prevalecen las colonias
pequenas (Fitter y cols., 2008), lo cual no fue observado en nuestro trabajo. Esta discrepancia
podria deberse a que durante los 14 dias de cultivo, el efecto del Imatinib administrado in vivo
se pierda con el tiempo, por lo cual no observamos diferencias entre las muestras de MON y
de ILMC.

Ademas, observamos una diferencia morfoldgica en las células que conformaban las
CFU-F independientemente del grupo de estudio, la cual podria ser un indicativo de diferentes
subpoblaciones de MSC, pues en un estudio reciente se encontraron subpoblaciones que se

observaron al cultivar MSC de manera individual, las cuales presentaron distintos potenciales
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de proliferacion y diferenciacion. Asimismo, al darle seguimiento al cultivo de cada
subpoblacion, éstas mostraron diferencias en su morfologia (Lee y cols., 2010;).

Por otra parte, observamos que los potenciales de diferenciacion in vitro de las MSC no
se encuentran alterados en ninguno de los cuatro grupos de estudio. Cabe mencionar, que en la
diferenciacion osteogénica el control de MSC sin medio de diferenciacion también resulto
positivo para la tincion de fosfatasa alcalina. Es posible que las MSC de los cuatro grupos de
estudios se hayan diferenciado a pre-osteoblastos, pues se ha reportado que este fendmeno
ocurre en cultivos a largo plazo aun sin la presencia de medio osteogénico (Aldahmash y cols.,
2011, Kozhevnikova y cols., 2008). Como se ha mencionado anteriormente, en diversos
estudios in vitro se ha demostrado que el Imatinib puede modificar la proliferacion y
diferenciacion de las MSC al ser cultivadas en presencia del farmaco (Tibullo y cols., 2009;
O’Sullivan, 2007, Fitter y cols., 2008; Fierro y cols., 2007). Ademas, este efecto también se ha
observado in vivo, ya que los pacientes tratados con Imatinib presentan alteraciones en la
homeostasis 0sea (Fitter y cols., 2008; Osorio y cols., 2007; Grey y cols., 2006; Berman y
cols., 2006,). En nuestro estudio, no observamos diferencias en los resultados obtenidos de los
analisis de diferenciacion de las MSC; esto probablemente se deba a que en nuestro modelo
los analisis se llevaron a cabo en ausencia del farmaco, ya que el objetivo principal de nuestro
estudio fue determinar si las MSC obtenidas de pacientes de LMC sin tratamiento y tratados
con Imatinib, tienen alterada su capacidad funcional para soportar la hematopoyesis normal in
vitro. Estos resultados son importantes, ya que permiten establecer si el efecto que tiene el
Imatinib in vivo sobre las MSC de los pacientes es o no reversible.

En este sentido, el presente trabajo es el primero en establecer que las MSC de pacientes
con LMC tratados con Imatinib, no tienen alterada su capacidad para soportar la
hematopoyesis in vitro, ya que estas capas permitieron la proliferacion, expansion y
diferenciacion de las HSC (CD133+CD34+Lin-) a largo plazo.

Por otra parte, las MSC de los cuatro grupos de estudio tuvieron la capacidad de
expandir en diferentes porcentajes tres subpoblaciones que mantuvieron o perdieron la
expresion de los marcadores CD133 y CD34. En este sentido, la subpoblacion mas abundante
fue la doble negativa, lo que indica que la mayor parte de las celulas se diferencio y perdid
estos marcadores. La poblacion CD34+ CD133- fue la segunda mas abundante, lo que sugiere

que el marcador CD133 se pierda conforme se va diferenciando la célula, ya que la poblacion
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contraria, CD133+ CD34- fue muy escasa. De acuerdo a lo reportado en la literatura y a los
porcentajes obtenidos en el presente trabajo podriamos asumir que las HSC mas primitivas se
encuentran en esta ultima fraccion, pues se ha reportado que éstas tienen la capacidad de
reconstituir ratones NOD/SCID y que adquieren la expresion del marcador CD34+ durante la
proliferacién en cultivo refiriéndola como la subpoblacion de células mas primitivas y de
menor porcentaje (Gallacher y cols., 2000; Yin y cols., 1997). Considerando que la poblacion
con la que se inici6 el cultivo fue la CD133+ CD34+ Lin- con un 97% de pureza es probable
que la subpoblacion CD133+ CD34- se encontrara en el 3% restante.

Con lo resultados obtenidos, podemos decir que, el efecto del Imatinib es reversible en
cuanto a los parametros evaluados, ya que las MSC de ILMC presentaron un potencial de
diferenciacion y una capacidad para soportar la hematopoyesis similar a las MSC de MON y
VLMC. Ademas, en un trabajo realizado previamente por nuestro grupo, se encontrd que las
MSC obtenidas de pacientes tratados con Imatinib fueron capaces de responder al estimulo
mitogénico de PDGF, confirmando que el firmaco ya no se encuentra en las células
inactivando al receptor de esta citocina, lo que corrobora de forma indirecta que la inhibicion
es reversible (Goémez, 2009). Asimismo, en otro estudio se demostré que no es posible
detectar el rearreglo BCR-ABL en HSC aisladas de pacientes con LMC tratados con Imatinib.
Sin embargo, conforme se mantienen en cultivo, la clona leucémica aparece y es posible
amplificar el rearreglo mediante PCR anidado (Chavez-Gonzélez y cols., 2006). Esto sugiere,
que al principio del cultivo la clona leucémica se encuentra inhibida por el Imatinib, pero con
el paso del tiempo en cultivo, el farmaco pierde su efecto y la clona reaparece. Lo anterior
concuerda con lo que nosotros observamos en las MSC de estos pacientes y confirma que el
efecto del Imatinib es reversible, tanto en las células hematopoyéticas como mesenquimales,
ya que ambas son capaces de sobreponerse a la inhibicion mediada por este farmaco.

Finalmente, el presente trabajo es el primero en establecer que las HSC CD133+ CD34+
Lin- de sangre periférica movilizada de donadores sanos expresan N-cadherina. Los grupos de
investigacion que han estudiado la expresion de esta molécula en HSC se han enfocado en
modelos murinos y solo dos trabajos han utilizado células humanas. En ambos trabajos se
report6 la expresion de esta molécula en una poblacion de células primitivas CD34+ aisladas
de aspirados de médula 6sea y SCU, y solamente en uno de ellos se evalu6 su interaccion con

las MSC obtenidas de médula 6sea de donadores sanos (Wein y cols., 2010; Puch y cols.,
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2001). Las caracteristicas de la poblacion de HSC CD133+ CD34+ Lin- que utilizamos en el
presente trabajo nos permiten sefialar la expresion de N-cadherina en una poblaciéon mucho
mas primitiva que la poblacion CD34+, lo cudl es interesante puesto que la controversia que
ha surgido con respecto a la expresion de esta molécula se debe a su papel en el
mantenimiento de las HSC y no en las células mas maduras. En este sentido, retomando la
jerarquia de las HSC de acuerdo a la expresion de los marcadores CD133 y CD34, el hecho de
que la mayor expresion de N-cadherina se encontrara en la subpoblacion de CD133+ CD34-
independientemente del grupo de estudio o de la fraccion del cultivo, refuerza que ésta
contiene a las HSC mas primitivas.

La disminucion encontrada en la expresion de la N-cadherina tras 21 dias de cultivo
independientemente del grupo de estudio y de la fraccion del cultivo, podria explicarse por
una rapida degradacion de la N-cadherina pues se ha sugerido que su expresion puede
disminuir tras un cambio dindmico que provoque la salida de las células primitivas como es el
caso de la movilizacion de las células de la MO hacia la sangre periférica, lo que podria traer
como consecuencia que no haya una unién célula-célula estable. De hecho se ha reportado que
células primitivas de SPM y de SCU expresan N-cadherina en menor porcentaje que la MON
(Wein y cols., 2010). Esto a su vez explicaria que haya una menor expresion de N-cadherina
en la fraccion adherente del cultivo. No obstante, el hecho de que las CN co-cultivadas con las
MSC obtenidas de pacientes con LMC sin tratamiento mostraran una tendencia a mantener la
expresion de N-cadherina tras 21 dias de cultivo en la fraccion adherente, sugiere que el
fenotipo leucémico podria estar formando una interacciéon importante entre las MSC
leucémicas y las células hematopoyéticas, sin embargo, es necesario realizar mas estudios para
establecer el papel de la N-cadherina en la LMC pues hasta el momento no se han realizado.

Por otra parte, la expresion de esta molécula en las MSC fue mucho mayor con respecto
a las HSC independientemente del grupo de estudio. La expresion de esta molécula ya habia
sido reportada en las MSC de MON (Wein y cols., 2010), sin embargo el presente trabajo es el
primero en evaluar la expresion de N-cadherina en MSC de VLM, ILMC y OLMC.

Los resultados de nuestro estudio tienen una implicacion clinica muy importante, pues es
probable que el efecto que tiene el Imatinib en la homeostaisis 0sea in vivo, sea reversible al
suspender el tratamiento. Ademas, como ya se ha mencionado el potencial de diferenciacion

de las MSC, hace que éstas sean una fuente atractiva de células para terapia celular. El hecho
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de que las MSC de los pacientes de LMC sin tratamiento y tratados con Imatinib, tengan la
capacidad de diferenciarse a condrocitos, adipocitos y osteoblatos, hace que estas células
puedan ser utilizadas para terapia celular. Ademas, el que las MSC de LMC proliferen, se
expandan y soporten la hematopoyesis de la misma forma que las derivadas de individuos
sanos, permitiria que los pacientes con LMC reciban un transplante de su propias MSC y sean
co-infundidas con células hematopoyéticas alogénicas, lo cual podria incrementar el injerto de
estas Ultimas. Por otra parte, aunque ya se ha observado que las MSC de LMC tienen la
capacidad de suprimir la actividad de linfocitos T (Zhao y cols., 2008), aun no se sabe si las
MSC de obtenidas de pacientes tratados con Imatinib se comportan de la misma manera. Si se
estudia la capacidad que tienen las MCS de estos pacientes para regular la respuesta inmune y
tratar la enfermedad de injerto contra hospedero, también podrian ser utilizadas con este fin,
mejorando el éxito del transplante de médula 6sea. Finalmente, todo lo anterior podria

contribuir a aumentar la eficiencia y las posibilidades de tratamiento de estos pacientes.
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X. CONCLUSION

De acuerdo a los datos obtenidos podemos concluir que el fenotipo, la capacidad de
diferenciacion y la capacidad funcional para mantener la hematopoyesis de las MSC obtenidas
de pacientes con LMC tratados con Imatinib y cultivadas in vitro no se encuentran alterados,

lo que sugiere que el Imatinib tiene un efecto reversible.

XI1. PERSPECTIVAS

A pesar de que las MSC de LMC presentan caracteristicas similares a su contraparte
normal, las evidencias muestran que la influencia ejercida por las células leucémicas puede
tener consecuencias en el funcionamiento de las mismas, incluso en la presencia de
inhibidores de cinasas de tirosinas como el Imatinib, por lo que seria importante evaluar la
capacidad que tienen estas c€lulas para interactuar con células hematopoyéticas tanto normales
como leucémicas, en ausencia y presencia del farmaco. Ademads, se podria estudiar la
produccion de citocinas y moléculas de matriz extracelular in vitro.

De acuerdo a lo observado en la morfologia de las células que conformaban las CFU-F, seria
interesante analizar si las colonias que difieren en tamafio y morfologia presentan caracteristicas

distintas en cuanto a expresion de marcadores, proliferacion, diferenciacion y funcionalidad, mediante

estudios clonogénicos in vitro.

Debido a que la jerarquia de las HSC que presentan los marcadores CD133 y CD34 no
ha sido establecida, seria interesante realizar estudios funcionales que permitan esclarecer las
caracteristicas de cada subpoblacion encontrada en el presente trabajo.

Debido a la controversia que existe en la expresion de la N-cadherina en las HSC
humanas, seria interesante realizar ensayos que corroboren la expresion de la misma por otras
técnicas como “PCR cuantitativo” o “Western blot”, asi mismo profundizar los ensayos que
evaluen las interacciones de las HSC con el nicho normal y el nicho leucémico.

Finalmente, en cuanto al posible uso de estas células para terapia celular, es necesario
realizar mas estudios que permitan establecer de forma mdas precisa si su capacidad de
diferenciacion condrogénica se encuentra alterada, pues los realizados en este trabajo fueron

cualitativos, ya que el cultivo de condrocitos con la ténica de micromasa presenta dificultad
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para evaluar la diferenciacion. Ademads, se podria estudiar el potencial que tienen estas células
para inhibir la activacion de linfocitos T y de esta manera regular la respuesta inmunolédgica
para ser utilizadas en el tratamiento de enfermedad de injerto contra hospedero, abriendo la
posibilidad de que los pacientes con LMC reciban un transplante de su propias MSC y sean
co-infundidas con células hematopoyéticas alogénicas, contribuyendo a aumentar la eficiencia

y las posibilidades de tratamiento de estos pacientes.
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