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RESUMEN

Las células troncales son células inmaduras, indiferenciadas, con alta capacidad
proliferativa, autorrenovables y con potencial de diferenciacion multiple. El potencial de
diferenciacion depende del estado ontogénico, de manera que las células troncales
embrionarias tienen un potencial de diferenciaciéon mayor que aquellas de tejidos fetales y en
éstas, a su vez, dicho potencial es mayor que en células troncales adultas o somaticas. Las
células troncales somaticas, de manera tradicional, se consideran células con un compromiso
definido a la producciéon de células de tejidos particulares, cuyo proceso es estrechamente
regulado por los componentes del microambiente. A pesar de la predeterminacion de las
células troncales adultas se han documentado casos en los cuales dichas células son capaces de
rebasar la diferenciacién de los linajes celulares a los cuales estan comprometidas para dar
paso a células con caracteristicas de tejidos distintos al propio (diferenciacién no convencional
o plasticidad). Esto ha sugerido que las células troncales adultas tienen un potencial de
diferenciacion mayor al considerado previamente, y que la modulacién por componentes del
medio son responsables de dicha plasticidad.

Existen evidencias, algunas de nuestro propio grupo de trabajo, de que la sangre de cordén
umbilical (SCU) contiene poblaciones celulares primitivas que son capaces de adquirir
caracteristicas propias de linajes neurales; sin embargo, existe controversia sobre la identidad
de las células que participan en este proceso y sobre qué factores lo favorecen. En particular,
existe controversia sobre el potencial neurogénico de las células hematopoyéticas de la SCU y
sobre los factores y condiciones que puedan favorecer dicha plasticidad.

En el presente trabajo empleamos un esquema de cultivo en 3 fases (fase de expansion, fase de
induccién y fase de determinacién) para explorar el efecto de las neurotrofinas Nerve Growth
Factor, Brain Derived Neurotrophic Factor y Glial Derived Neurotrophic Factor (NGF, BDNF vy
GDNF, respectivamente por sus siglas en inglés) y de los factores de crecimiento FGF2 y EGF
sobre células hematopoyéticas primitivas (células CD34+CD38-Lin-) de la SCU cuando éstas son
cultivadas en condiciones que favorecen su desarrollo; es decir, en presencia de citocinas
estimuladoras de la hematopoyesis. A lo largo del periodo de cultivo se evalué la adquisicion de
marcadores neurales, asi como la posible preservacion de la identidad hematopoyética.

Se observd que dentro de la poblacion enriquecida CD34+CD38-Lin-, la cual contiene un alto
porcentaje de células troncales y progenitoras hematopoyéticas (CTPH), existe una pequefia
proporcion de células que expresan marcadores neurales (Nestina: 11.88 + 3.7%; GFAP: 2 43 +
2%; MAP2: 6.05 + 2.19%; A2B5: 4.71 + 2.57%).

Conforme el periodo de cultivo avanzd, se presentd un incremento en la frecuencia de células
gue expresan los marcadores analizados, en especial en aquellas que fueron cultivadas en
presencia de neurotrofinas y los factores FGF2 y EGF. A pesar de mostrar una cinética de
proliferacién y una mantenimiento de progenitores hematopoyéticos similar entre cultivos
expuestos Unicamente a neurotrofinas o Unicamente a FGF2 y EGF, la proporcién de células
positivas para GFAP y Nestina al final del cultivo es significativamente mayor en los cultivos
expuestos a ambos grupos de moléculas solubles. No obstante, la expresion de marcadores vy la
adquisicion de morfologias no convencionales, no se observo la pérdida del marcador pan
hematopoyético CD45, ni la pérdida subita de progenitores hematopoyéticos como resultado
de la exposicion a neurotrofinas.

El medio de proliferacion neural utilizado en la ultima fase de cultivo resulté ser un factor
relevante en el desarrollo celular. Por un lado, dependiendo del medio de cultivo empleado en
esta ultima fase (Neurocult o N2), se observaron diferencias significativas en los porcentajes y



numeros de células adherentes generadas; por otra parte, se vieron diferencias sustanciales en
cuanto a la morfologia de las células adherentes.

Este estudio demuestra que dentro de la poblacién de células hematopoyéticas CD34+CD38-
Lin- de SCU, existe una pequena fraccion de células receptivas a neurotrofinas y que en ensayos
in vitro demuestran ser capaces de responder a estimulos tempranos con dichas moléculas,
aumentando la expresion de marcadores neurales tempranos y de estadios maduros con un
estimulo de refuerzo posterior.



ABSTRACT

Stem cells are immature, undifferentiated, highly proliferative, self-renewing cells, able
to differentiate into multiple cell types. Diffentiation potency is dependent on ontogenic state,
embryonic stem cells hace a higher potency than stem cells from fetal tissues and these have a
higher potency than adult or somatic stem cells. Adult stem cells, traditionally, are considered
to have a defined differentiation commitment to specific tissues and this process is closely
regulated by the different compontents of the microenvironment. In spite of the pre
determination of adult stem cells, there’s been cases/events published (documented) in wich
adult stem cells are able to surpass their cell lineage commitment to usher cells with
characteristics from different tissues from their original (unconventional differentiation or
plasticity). This evidence has suggested that adult stem cells may have a greater differentiation
potency than it was previously thought and that the environmental components are
responsible for these plasticity events.

There is evidence, some coming from work in our lab, that Umbilical Cord Blood (UCB) contains
primitive cell populations that are capable of acquiring and expressing neural characteristics,
however there is controversy regarding the identity of the cell populations that are involved in
these events and the factors that assist such plasticity. Furthermore, there is controversy about
the neurogenic potential that hematopoietic stem cells from UCB have and the factors and
conditions conducive to such plastic events.

In our present work we used a 3-phase culture (expansive phase, inductive phase and
determination phase) to explore the effect of the neurotrophins Nerve Growth Factor, Brain-
derived neurotrophic factor, Glial-derived neurotrophic factor (NGF, BDNF, GDNF) and growth
factors FGF2 and EGF on UCB hematopoietic stem/progenitor cells (CD34+ CD38- Lin-
population) when cultured in conditions that allow their growth; that is, in the presence of
cytokines and growth factors that bolster hematopoiesis. Throughout the culture, expression of
neural markers and the posible maintenance of the hematopoietic identity were evaluated.

We observed within the CD34+ CD38- Lin- enriched population, which contains a high
percentage of hematopoietic stem and progenitor cells (HSPC), a small fraction of cells positive
for neural markers (Nestina: 11.88 + 3.7%; GFAP: 2 43 + 2%; MAP2: 6.05 + 2.19%; A2B5: 4.71 +
2.57%).

As the culture progressed, there was an increase in the frequency of cells positive for the
markers analyzed, specially in cells cultured in the presence of neurotrophins and FGF2 and
EGF. Despite of the apparent similar proliferation and colony-forming kinetics between the
cultures exposed only to neurotrophins or only to FGF2 and EGF, the proportion of cells at the
end of cuture positive for GFAP and Nestin is significantly higher for those cultures exposed to
both sets of soluble factors. Nevertheless the expression of neural markers and non
conventional morphologies, the expression of the pan hematopoietic marker CD45 was not
lost, nor was a sudden loss of hematopoietic progenitors seen as a result of exposure to
neurotrophins.

The neural medium used during the last phase of culture turned out to be a determining factor
in cell development. Differences were observed in terms of adherence and morphological
appearance depending on the culture medium used (Neurocult or N2).

This study shows that within the UCB hematopoietic CD34+ CD38- Lin- enriched population
exists a small fraction of cells receptive to neurotrophins, that in vitro are capable of



responding to early stimuli by such molecules. These increase the expression of neural markers
after a reinforcing stimulus.



INTRODUCCION

La plasticidad celular puede entenderse como la capacidad que tiene una célula
indiferenciada de variar su patron de desarrollo para generar distintos tipos celulares, en

respuesta al ambiente que lo rodea ™.

Las Células Troncales (CT) son aquellas células indiferenciadas que tiene el potencial de
diferenciarse en distintos tipos celulares de acuerdo a ciertos estimulos ambientales en un
contexto espacial y temporal determinados. El nimero y tipo de linajes celulares que una
célula puede llegar a generar se reconoce como el potencial de diferenciacion que tiene cierta
CT. En las etapas embrionarias y fetales la potencialidad que tienen éstas células es grande
dado que un grupo celular limitado debe original a todos los distintos tipos celulares que
conformardn a un mismo individuo. En etapas adultas las CT exhiben una potencialidad
restringida que permite la regeneracion y restitucion de tejidos particulares a los cuales se
encuentran asociados desde etapas embrionarias y fetales. No obstante, se considera que
existen eventos de plasticidad en los que las células pueden superar su potencialidad

previamente definida.

CELULAS TRONCALES

En el esquema clasico de desarrollo, la formacion de tejidos y drganos comienza con la
activacion y proliferacién de una célula inicial, o CT. Esta célula o grupo celular se divide para
formar poblaciones celulares que, de manera azarosa definen el linaje a diferenciar y que

secuencialmente adquieren caracteristicas de tejidos especificos.

La definicion general de CT describe a aquella célula o células en un estado no diferenciado,
capaces de generar por divisidon asimétrica tanto células indiferenciadas similes (auto-

234 Estas células

renovaciéon) como células que pueden progresar en la diferenciacion
indiferenciadas o primitivas se encuentran resguardadas en un espacio fisico, conocido como
nicho, el cual estd conformado por componentes celulares determinados® que regulan los
procesos celulares de proliferacion y determinacién de manera estrecha. Esta definiciéon es muy

amplia y describe en términos generales las caracteristicas comunes a todas las CT, sin



embargo no considera las diferencias existentes entre las diferentes estirpes de CT, sus

atributos funcionales y su estado ontogénico®.

El cigoto es la primera CT. Esta célula se considera totipotente debido a la capacidad que tiene
de diferenciar tanto a los tejidos embrionarios como a los extraembrionarios (placenta, saco
amniotico, cordon umbilical y saco vitelino). Con la formacién del blastocisto, las CT
embrionarias, las cuales estan en la cavidad interna, pierden la totipotencialidad y restringen su
diferenciacién a las tres capas embrionarias que formardn al organismo. Es durante este
proceso que éstas CT se vuelven pluripotentes. Durante la gastrulacion las células que
conforman al epiblasto proliferan en una estructura laminar y comienzan a migrar y converger
en una linea media llamada linea primitiva hasta crear una invaginacion. Las células engrosan al
epiblasto y migran a través de la linea primitiva para dar lugar a una segunda capa celular que
formara al mesodermo. A su vez, conforme la proliferacion y el movimiento celular transcurre,
las células del hipoblasto son reemplazadas por un grupo celular que formara la tercer capa
embrionaria, el endodermo definitivo. Es a partir de ésta proliferacion y migracién celular que
se forman las tres capas embrionarias’. Durante esta etapa las células primitivas comienzan a
determinar su repertorio celular para conformar los tejidos relativos a cada una de las capas
embrionarias. Conforme se da la formacion y maduracién de dérganos y tejidos, las CT y
progenitores tempranos, provenientes de las diferentes capas embrionarias determinan su
distribucién espacial y los linajes celulares a los que daran origen 2. Las CT restringen adn mas
los linajes celulares a lo que derivaran, con lo que se vuelven células multi o unipotentes y
estos grupos celulares se resguardan y mantienen durante la vida del organismo por lo que se

nombran como CT somaéticas o adultas®.

La pérdida secuencial de potencialidad de las CT y la restriccién a tejidos particulares se ha
considerado como un mecanismo de especializacién. Sin embargo se han documentado
eventos de plasticidad o diferenciacion en los cuales CT adultas parecen rebasar la
determinacién al linaje celular al que estdn comprometidas’ y en ciertos casos los linajes
determinados a su capa embrionaria. La posibilidad de que pueda inducirse una reorientaciéon

en la diferenciacion celular de una CT adulta resultan de gran interés.

En el esquema candnico de determinacién y diferenciacion celular, la CT debe salir del estado
guiescente para llevar a cabo un primer evento de maduracion. Este primer paso da lugar a las

Células Progenitoras (CP) las cuales, a diferencia de las CT, ya no son autorrenovables pero



todavia mantienen un potencial proliferativo y de diferenciacién amplio. Conforme se da la
determinacién y compromiso de las CP a linajes celulares particulares, éstas pierden la
multipotencialidad (si es que existe mas de un linaje en el repertorio de dicha CP) y progresan
hacia una Célula Precursora (CPr). Las CPr dejan de ser proliferativas y son un estado temprano
en el proceso de maduracion hacia la célula madura funcionalmente competente®. Este modelo
ha sido utilizado en la caracterizacién de diferentes estirpes celulares, sin embargo hay

variaciones entre las diferentes CT de distintos tejidos.

El sistema hematopoyético

La hematopoyesis es el proceso por el cual se generan las células sanguineas de las
series mieloide, eritroide y linfoide, a partir de una CT de origen mesodérmico™ . En la
hematopoyesis la Célula Troncal Hematopoyética (CTH) sale de los nichos hematopoyéticos,
progresa hacia la determinacion a linajes celulares definidos, posteriormente son movilizadas
hacia los vasos sanguineos y donde maduran y adquieren funcion celular (en los linajes
mieloides) o migran hacia érganos linfoide como el timo (en el linaje linfoide T). Estos eventos
son finamente regulados por el microambiente, mediante interacciones intercelulares (con
células del estroma medular y con células hematopoyéticas)*?, interacciones con moléculas de

5,10,12

matriz extracelular e interacciones con moléculas solubles . Se ha estimado que en

condiciones normales el humano adulto produce mas de 10™ células sanguineas diariamente

13 Esto muestra que la tasa de generacién del tejido sanguineo es rapida, frecuente y en

constante activacion.

Las primeras células hematopoyéticas y la hematopoyesis primitiva se generan en el saco
vitelino, y en la regién de los primordios embrionarios conocida como zona AGM (Aorta-
Gdnada-Mesonefros), pero con el inicio de la circulacidon las primeras Células Troncales y
Progenitores Hematopoyéticos (CTPH) migran y colonizan el higado, el bazo, la médula dsea
(MO) y el timo. Posterior al nacimiento la produccion de células hematopoyéticas desaparece

de la mayoria de los sitios hematopoyéticos fetales y se restringe a la MO>.

En la década de 1960, James Till y Ernest McCulloch estudiaron el efecto de la radiacion en la
hematopoyesis de raton. Observaron que posterior a un tratamiento con radiacidén, un ratén
inmunosuprimido transplantado con células de MO de un sujeto sano restituia la

hematopoyesis normal pero que aparecian nddulos en el bazo. Al estudiarlos encontraron que



estaban compuestos por colonias hematopoyéticas tantos mieloide como eritroides, las cuales
podian restituir la hematopoyesis y formar nédulos en el bazo de un segundo transplante”.
Estas observaciones llevaron a la confirmacidon de la existencia de progenitores multipotentes
en el adulto las cuales era posible cuantificar a través de ensayos in vitro. A partir de estas
observaciones, Till y McCulloch propusieron un modelo estocastico de la hematopoyesis el cual
serviria de base para delinear el modelo jerarquico de diferenciacién de las CT.

La identidad de la CTPH se ha tratado de definir utilizando la presencia o ausencia de moléculas

de superficie en correlacion a sus atributos celulares >*°.

Las células de linaje hematopoyético
se caracterizan comunmente por la expresion de la tirosin-fosfatasa CD45, también conocida
como antigeno comun leucocitario. Esta molécula tiene una expresion consistente en los linajes
hematopoyéticos (exceptuando a eritrocitos y megacariocitos maduros) por lo que la presencia
de CDA45 es de gran relevancia para la identificacion de las estirpes celulares hematopoyéticas.
La poblacion de CTPH se caracteriza por ser capaz de reconstituir la hematopoyesis normal en
modelos in vivo de deplecion por radiacion y por ser capaz de generar colonias
hematopoyéticas tempranas y tardias in vitro. Esta poblacidon se ha caracterizado por expresar

la glicoproteina CD34, marcador clasico de los linajes tempranos linfohematopoyéticos'’, v

por carecer tanto de la ectozima CD38> como de marcadores de linajes hematopoyéticos. A
partir de la caracterizacion inicial y de la complementacién con otros marcadores, se pueden
definir compartimentos tedricos que describen a grupos hematopoyéticos particulares: CTH,
CPH, Células Precursoras y Células Maduras. Se han utilizado otros marcadores de superficie
(CD133, CD90, CD117) para identificar y caracterizar sub poblaciones particularesde CPH con
caracteristicas particulares’®, no obstante, se considera que dentro de la poblacion
CD34+CD38-Lin- es que se concentra la mayor poblacién de CTPH™. En la Figura 1 se muestra

el esquema jerarquico de diferenciacion del linaje hematopoyético.
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Fig. 1. Modelo Jerdrquico de la Hematopoyesis. Se presenta esquemdticamente la
determinacién y diferenciacién de los linajes sanguineos utilizando la clasificacion
jerdrquica progresiva descrita en el texto para la distincidn de los compartimentos. De

izquierda a derecha: el

primer compartimento corresponde a

la célula troncal

hematopoyética multipotente autorrenovable, el segundo compartimento a progenitores
hematopoyéticos, un tercer compartimento a células precursoras y finalmente un cuarto
compartimento a las células maduras. Se listan los grupos celulares con los marcadores
utilizados comunmente para su identificacidn.
CTH- Célula Troncal Hematopoyética; PMP- Progenitor Multipotente;PLM- Progenitor
Linfoide Multipotente; PMC-progenitor mieloide Comun; PLC- Progenitor Linfoide Comun;
PGM-Progenitor GranuloMonocitico; B-NK- Progenitor comun de célulasB y Natural Killer;

PTT- Progenitor Timico Temprano;

PEM-Progenitor Eritroide-Megacariocitico; pro-B-

Células pro B; pre-B- Células pre B; PMD- Progenitor Macréfago-dendritico; PET- Progenitor
Eritroide; PMg- Progenitor Megacariocitico; cBI- Células B Inmaduras; cBM- Células B

Maduras; PM-Precursor Monocitico; PN-

Precursor neutrofilico;

eosinéfilo; P Bas- Precursor de baséfilo. lo-expresion baja.
(Esquema integrado y modificado de Mayani et al.,2007, Doulatov et al., 2010 )
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Las CTHs han sido estudiadas y utilizadas en la clinica con gran éxito, sin embargo, existen ciertas
restricciones técnicas para su obtencion. Las muestras de MO y de Sangre Periférica Movilizada
(SPM) requieren de protocolos hospitalarios para su obtencién y en el caso de MO mediante
procedimientos invasivos, por lo que la disponibilidad de estos tejidos para investigacion no es
Optima. La Sangre Periférica (SP) tiene contenidos muy bajos de CTPH y existen fuertes dilemas

éticos sobre la obtencién y el uso de higado fetal*?.

La Sangre de Corddn Umbilical es la sangre residual proveniente del bebé que queda atrapada en
la placenta con el aislamiento y separacion del producto y es desechada posterior al nacimiento.
En contraste con las fuentes previamente descritas, la SCU, al ser un producto residual del parto,
considerado como tejido de desecho, tiene una alta disponibilidad y su uso no representa
dilemas éticos. Aunque se ha reportado que contiene un porcentaje menor de células CD34+
(0.83% en comparacion con 1.68% en MO y 2% en SPM*) se ha reportado también que estas
células tienen una mayor capacidad de formar colonias multipotentes y mayor capacidad
reconstitutiva®® lo gue sugiere que son mas primitivas. Dadas las ventajas técnicas que

18,19,21

representa, se ha utilizado extensivamente en investigacion . Adicionalmente estas células

han probado ser de gran utilidad para la clinica ya que tienen una alta inmadurez inmunoldgica

lo que permite que en transplantes exista una muy baja incidencia de enfermedad de injerto

4,12,23,24

contra hospedero asi como reacciones adversas a éstas Estas caracteristicas han

favorecido el uso de esta fuente tanto para la investigacién como para uso terapéutico 2>?%%’.

Neurogénesis y progenitores neurales

La neurogénesis es el proceso a través del cual se generan las células que componen al
sistema nervioso a partir de una célula primitiva de origen ectodérmico®®. La Célula Troncal
Neural (CTN), utilizando el modelo general, es una célula indiferenciada que produce
progenitores multipotentes que pueden dar origen tanto a los linajes neuronales como a los
gliales. A diferencia del sistema hematopoyético, el estudio y caracterizacion de la neurogénesis
adulta asi como la identificacién de la Célula Troncal Neural o Progenitor/Precursor Neural
(CTN/PN) no esta del todo resuelta. Estas poblaciones primitivas en el organismo adulto tienen

29,30

una tasa de division celular y una capacidad reconstitutiva bajas razon por la cual se

consideré durante muchos afios que no existia neurogénesis en el adulto %>,

En etapas embrionarias, con la formacidon de la placa neural y del tubo neural, las células del

neuroepitelio se dividen para generar el primer grupo de progenitores multipotentes. Estos

12



progenitores, con la formacion del tubo neural, son reemplazados por la poblacién de
progenitores neurales que dan lugar a la primera ola neurogénica. Con la maduracién vy
formacion del sistema nervioso se generan los progenitores basales y la glia radial. Estos
progenitores posteriormente se diferencian en los linajes neuronales y gliales, migran vy

colonizan los que seran los nichos neurogénicos en el organismo adulto®?.

En el sistema nervioso central (SNC) adulto se han descrito dos zonas neurogénicas principales:
la zona subventricular (ZSV) que genera neuronas que se diferencian en bulbo olfatorio y la zona
subgranular (ZSG) del giro dentado del hipocampo. A pesar de ser los dos centros neurogénicos
identificados en adultos los componentes de los nichos asi como la dindmica existente en estos
es distinta. En estos nichos se han descrito grupos celulares distintos que llevan a cabo procesos
de neurogénesis en respuesta a distintos estimulos microambientales®® para generar distintos

3435 Se ha descrito que los neuroblastos de la ZSV migran en la Via

tipos de células neurales
Migratoria Rostral en la cual encuentran gradientes protéicos que estimulan una diferenciacion
contexto dependiente. En el caso de los neuroblastos y la glia radial en ZSG, la asociacién a tejido
vascular y sefializacién por factores solubles favorece la diferenciacién terminal®®. La CTN, desde
su descubrimiento también ha sido objeto de estudio, sin embargo todavia existe mucha

controversia respecto a la jerarquia, caracteristicas fenotipicas y plasticidad debido a la

diversidad de PN y sus caracteristicas particulares® (Ver Figura 2).

A diferencia de las CTPH, la obtencién de células primitivas humanas de origen neural es mucho
mas dificil, tanto por la restriccion numérica de PN en los tejidos adultos como las implicaciones

éticas del uso de fuentes fetales y/o embrionarias®’.

A pesar de que la inmunofenotipificacion ha resultado muy util para estudiar distintos grupos
celulares es importante notar que la determinacién, la diferenciaciéon y la maduracion no son
eventos puntuales sino una serie continua de procesos y estadios. Esto es importante dado que
las variaciones en la conducta de poblaciones definidas pueden ser fruto de la gran diversidad de

fenotipos celulares transitorios .
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Fig. 2. Modelo Jerdrquico de la Neurogénesis. Se presenta un diagrama simplificado de Ila
neurogénesis a partir del modelo jerarquico. De izquierda a derecha se nota en primer
lugar la CTN la cual es una célula multipotente autorrenovable capaz de proliferary
continuar con el transito a la determinacion. En el segundo compartimento se ubica al
progenitor neural transitorio del desarrollo embrionario y a la glia radial como progenitor
embrionario e hipotético en el organismo adulto. En el tercer compartimento se incluyen
células precursoras y células maduras. Existe controversia sobre la identidad de
progenitores y precursores neurales en el organismo adulto. Las lineas discontinuas
muestran relaciones hipotéticas propuestas de diferenciacion. Se notan los marcadores
utilizados comunmente para la identificacién de los distintos grupos celulares.

CTN- Célula Troncal Neural; PAT- Progenitor de Amplificacién Transitoria; PN-Precursor

Neural.
(Esquema modificado de Kempermann 2006 y Acevedo Fernandez et al 2011 en Pelayo,
Santa-Olalla, Velasco eds.)

REGULACION POR FACTORES TROFICOS

Como se ha mencionado previamente, la actividad de las CT y CP es regulada por una red
compleja de sefiales ambientales. Se han disenado modelos in vitro, que han permitido disecary
analizar los elementos del microambiente y los efectos bioldgicos que tienen en las poblaciones
primitivas. Los factores tréficos representan uno de los elementos ambientales mas importantes
en la regulacién de los procesos bioldgicos de las CT*. A partir de diversos estudios se ha
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demostrado que el transito entre estadios celulares, asi como la regulacion y la determinacion a
linajes particulares, tanto para la hematopoyesis como la neurogénesis, es mediado por factores
de crecimiento, citocinas, morfégenos, neurotransmisores y neurotrofinas, entre otros.

Entre la gran cantidad de moléculas identificadas como participantes en la hematopoyesis, las

404142 ga han podido clasificar como de

citocinas hematopoyéticas tienen un papel prioritario
efecto temprano, intermedio o tardio en funcion de la influencia que ejercen sobre los procesos
de proliferacién, expansién, quiescencia, autorrenovacion, comprometimiento, diferenciacién y

4344 Como parte del repertorio

maduracién de los diferentes compartimentos hematopoyéticos
de citocinas que tienen efecto sobre las poblaciones hematopoyéticas mas tempranas se han
identificado al ligando del receptor FMS-like tyrosine kinase 3 (Flt-3), Stem Cell Factor (SCF),
interleucina 6 (IL6) y trombopoyetina (TPO). Estas moléculas han probado, ya sea de manera
autonoma o en sinergia, ser inductores de la proliferacién y mantenimiento de las poblaciones
primitivas. Factores como la interleucina 3 (IL3) y el factor estimulador de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF) se consideran intermedios al permitir la proliferacion y
mantenimiento de los progenitores multipotentes de linajes especificos. En contraste, moléculas
como los factores estimuladores de colonias (G-CSF, M-CSF) y la eritropoyetina (EPO) se
consideran de efecto tardio ya que su mayor influencia recae en la maduracion de los linajes
hematopoyéticos. No obstante la participacién sinérgica de éstas citocinas ejercen funciones

mas finas en la determinacion y comprometimiento hacia linajes especificos. Por ejemplo, en la

poblacion de CP, la TPO puede actuar de manera sinérgica con EPO para favorecer la

determinacién de los linajes megacariociticos y eritroides; y en CPr el estimulo con GM-CSF *°,M-

CSF y G-CSF favorecen la diferenciacion y maduracion de los linajes mieloides®®**4°.

Por su parte, factores de crecimiento, morfégenos y neurotrofinas son esenciales para la
proliferacion, diferenciacién y supervivencia de los linajes neurales®*. La neurogénesis adulta, en
comparaciéon con la hematopoyesis, es un proceso restringido. En éste proceso, la tasa de
proliferacion es baja y la diferenciacion de los PN se restringe a linajes celulares limitados y su
regulacion estd mediada principalmente por morfégenos y por neurotrofinas. El mantenimiento
de las poblaciones primitivas se da por la sefalizacion de noggin, de manera similar a como
sucede en etapas embrionarias, inhibiendo a las proteinas BMP. El mantenimiento y la
proliferacion de la poblacién primitiva son mediadas por factores de crecimiento como EGF
(Epidermal Growth Factor) y FGF (Fibroblast Growth Factor). PEDF (Pigment-epithelium derived
factor) asi como BDNF (Brain derived neurotrophic factor) permiten la autorrenovacién de la
poblacion mas primitiva al inhibir la expresion de Mash1, gen pro neural que favorece el transito
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en la diferenciacion. El neurotransmisor GABA funciona en la ZSV como inductor de la migracién
de los neuroblastos, asi como en su diferenciacion y maduracion. En cultivo la adicion de LIF

2847 | a progresion a los linajes

(Leukemia Inhibitory factor) permite la amplificacién de los PN
neuronales o gliales es mediada por moléculas como el acido retinoico, derivado de la vitamina

A, el cual activa la expresidn de los genes HOX.

Los diferentes linajes neuronales son favorecidos por la exposicién secuencial a factores de las
mismas familias: la transicion a linajes neuronales dopaminérgicos es favorecida por exposicion a
FGF8 y a Shh; los linajes neuronales serotoninérgicos son promovidos por FGF4; vy la
diferenciacion de los linajes gliales requiere de la induccién secuencial con FGF2, EGF y PDGF, y
CNTF para el linaje astrocitico’. En protocolos de expansién y de diferenciacién de PN la adicidn
de FGF2 y EGF es esencial para permitir la proliferacién de los progenitores y mantenimiento de
un fenotipo primitivo hasta la induccién de la determinacion neural *’. En presencia de FGF2 se
induce la diferenciacion a astroglia, BDNF en ensayos in vivo permite la proliferacion de
precursores de ZSV y promueve la migracién neuronal **. Las neurotrofinas son moléculas de
senalizaciéon que tienen un gran numero de funciones en el desarrollo y mantenimiento del
sistema nervioso, y comprende al grupo de moléculas que sirven de ligandos a los receptores de
la misma familia de receptores, los receptores trk. El rol principal de las neurotrofinas en el
sistema nervioso central es el de promover la proliferacion y diferenciacion de linajes neuronales
a partir de la activaciéon de las cascadas de sefalizacion por activacion de los receptores de la
familia Trk***°. GDNF (Glial Derived Neurotrophic Factor) es una proteina relacionada a la
superfamilia de TGF-B y particularmente en el sistema nervioso funciona como una molécula

neurotréfica para diversos linajes neuronales, promoviendo la supervivencia®

Es importante notar que a pesar del efecto que todas las moléculas mencionadas tienen en los
linajes a los que se hace referencia, la mayoria de los factores tréficos son moléculas con
actividad pleiotropica. Es por esto que, aunque favorecen ciertos procesos en grupos y linajes

celulares definidos, no excluye su participacion en la regulacién de muchos otros linajes celulares

51,52,53,54,55

PLASTICIDAD

Las CT adultas, dentro de un repertorio definido, diferencian a varios linajes celulares en

56,57

respuesta a sefiales ambientales particulares Estos procesos de diferenciacion son

necesarios en los procesos de restitucion de los tejidos a los cuales pertenecen. Sin embargo, se
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han observado casos en los que éstas células pueden llevar a cabo procesos de diferenciacion
qgue no necesariamente concuerdan con el esquema tradicional. Se han documentado eventos
particulares en los cuales las CT somaticas parecen extender su potencial de diferenciacion a
estirpes celulares no convencionales; y de manera extraordinaria, hasta de origen embrionario

diferente.

Se han propuesto al menos tres mecanismos por los cuales una célula es capaz de adquirir

fenotipos no convencionales: desdiferenciacion, transdiferenciacion y transdeterminacién *%°°.

Cada uno de estos procesos tiene como caracteristica comun el cambio, aparente y/o funcional,

59,60

de una célula de un linaje a una célula de otro . Se ha sugerido que estos procesos pueden

ocurrir de manera normal como una propiedad emergente de grupos celulares especificos *%2 o

6384 Se ha explicado que dicha diferenciacién no convencional, tanto en

en respuesta a dafo
modelos humanos como animales, es resultado de la modulacion mediada por el contacto
célula-célula®, por el contacto con moléculas de matriz extracelular y con moléculas de

67,68,69

adhesién®®, por la induccién de factores solubles , por induccion por el contenido de

microvesiculas’® o por fusién celular’’2.

Tradicionalmente se considera que la plasticidad entre linajes celulares esta restringida a tejidos
originados en la misma capa embrionaria73, sin embargo, se han documentado eventos de
diferenciacién a linajes de distintas capas embrionarias, como el linaje hematopoyético y el

68,74

neural a partir de las mismas poblaciones celulares . No obstante, la participacion de éstas

células diferenciadas en la restitucién tisular es controversial ">,

La SCU, como se ha descrito previamente, es una suspension celular heterogénea en la cual la
presencia de células primitivas estd compuesta principalmente por células de linajes
sanguineos® sin embargo se han encontrado en frecuencias bajas células de linaje endotelial’’ y
mesenquimal’® asi como poblaciones celulares multipotentes, consideradas como poblaciones

79,80,81

mas tempranas Debido a la gran cantidad de progenitores multipotentes y la baja

inmunogenicidad de este tejido es que se ha probado su uso terapéutico lo cual en varios casos

82,83,84,85

ha resultado prometedor . Por esto es que se ha dirigido una gran cantidad de estudios

en busqueda de estas poblaciones neurogénicas provenientes de CT somaticas.

Los trabajos publicados sobre estos eventos de plasticidad son controversiales pues se ha

discutido que la expresion de caracteristicas de linajes celulares inesperados es expresada por
. . . . . . . 86 - .

poblaciones minoritarias multipotentes no muy bien caracterizadas™ . Sin embargo hay trabajos

contrastantes que resaltan las capacidades plasticas de las poblaciones hematopoyéticas.®’
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ANTECEDENTES

En el 2001 Krause et al.2® documentaron en ratdn la existencia de una poblacién celular de MO,
qgue al ser transplantada en animales irradiados no sdlo reconstituia la hematopoyesis normal
sino que una pequefa fraccion se integraba a tejido epitelial de pulmén, a piel y al tracto
gastrointestinal del hospedero. Estas células adicionalmente mostraban marcadores propios de
los tejidos a los que se integraban. Esta observacion abrié la posibilidad de que células
hematopoyéticas provenientes de MO pudieran ser utilizadas en protocolos de diferenciacion a
linajes no hematopoyéticos lo que motivé el desarrollo de ensayos para explorar los alcances de
dicha plasticidad; en particular, la diferenciacién hacia linajes celulares mas restringidos como el

neural.

A partir del estudio de la SCU como fuente alternativa de células multipotentes se generaron
estudios para evaluar si en este tejido se podian encontrar poblaciones celulares capaces de

8990 ¢e analizé si la SCU contenia

adoptar un fenotipo y/o funcion neural. En los trabajos de Chen
células capaces de llevar a cabo una diferenciacidn hacia los linajes neurales y encontraron que
células tanto adherentes como no adherentes inicialmente tienen una expresion basal no sélo
de marcadores neurales tempranos sino de receptores a neurotrofinas. Al estimular ambas
fracciones con medio neurotréfico (adicionado con FGF2, NGF, BDNF, cAMP, GDNF, acido
retindico y SFB, entre otras moléculas) observaron diferenciaciones no convencionales de células
CMN de SCU hacia células con caracteristicas neurales. Observaron que con el transcurso del
cultivo habia una separacién de la poblacion celular en una fraccién no adherente que expresa
SCFR (4%), CD34 (29%) y nestina (23%), y una adherente disminuida en CD45 (de 90% en la
poblacidn inicial al 58%) y enriquecida en vimentina de morfologia extendida de tipo neural. A
partir de estos resultados sugirieron que las CMN de SCU expuestas a un medio de induccion
neural eran capaces de adquirir caracteristicas que potencialmente podian reflejar
funcionalidad. Al transplantar éstas células, cultivadas previamente en presencia de EGF, FGF, LIF
y SCF, en la ZSV de ratas observaron 21 dias después del transplante una cantidad pequefia de
células vivas MAP2+ en la via migratoria rostral. Concluyeron que se podia inducirse a las CMN
de SCU hacia los linajes neurales y que la pre estimulacién in vitro es crucial para la integracion a

tejido vivo. Sin embargo, en estos trabajos el uso de una poblacion tan heterogénea como es la

fraccién de CMN impide identificar el grupo celular capaz de llevar a cabo tal diferenciacion.

A partir de estos trabajos se disefaron diferentes protocolos para estudiar si la expresién de

caracteristicas neurales sucedia en poblaciones mas definidas, células de origen
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hematopoyético. Rogers y colaboradores en el 2007 reportaron que células hematopoyéticas
CDA45+ Lin- de MO eran capaces de adquirir caracteristicas tanto mesenquimales como neurales
después de ser cultivadas 14 dias en medios de diferenciacion para dichos tipos celulares. No
obstante, la adquisicion de estas nuevas caracteristicas sélo podia llevarse a cabo si las células
eran inicialmente cultivadas 8 dias en ausencia de suero y en exposicion a FGF-4, SCF y FIt3 ®. En
2010 el mismo grupo reportd que ésta combinacion de factores de crecimiento en poblaciones
enriquecidas en CPHs de SCU induce la expresion del factor de transcipciéon de células
pluripotentes Oct4 en una concentracion similar a la expresada por una linea celular
embrionaria®® . Este trabajo planted que era posible inducir una reprogramacién parcial de
células consideradas como comprometidas mediante factores exdgenos y que éste “priming” o
impronta celular en estados tempranos de determinacién permite la adquisicion de nuevas

caracteristicas posteriormente.

Otros trabajos documentaron que la exposicion de células hematopoyéticas a factores solubles
(incluidas neurotrofinas y neurotransmisores) y moléculas de matriz extracelular®®, y las
interacciones con células/tejido del linaje a adoptar y reprogramacion®, favorecen la expresion
de marcadores neurales, el cambio en la morfologia y la modulaciéon en la expresion de
marcadores hematopoyéticos™. Se ha documentado también que una poblacién caracteristica
de CTPH de SCU (CD133+ CD34+) expuesta a un medio de expansidn neural posterior a un cultivo
en presencia de citocinas y neurotrofinas fue suficiente para que éstas expresaran miRNAs
asociados a la diferenciacion neuronal®. Esta evidencia abona a la nocién de que diversas

poblaciones de CTPH pueden ser inducidas a exhibir plasticidad dirigida hacia los linajes

neurales.

Los diferentes protocolos de diferenciacion de células de SCU (a partir de diversas poblaciones:
CMN, CD34+, CD34+CD133+ y mas) utilizan componentes comunes: medios de cultivo
adicionados con los factores de crecimiento EGF y FGF2 que, en conjunto, permiten la
autorrenovacién y potencial multilinaje de células con potencial neural®®, citocinas v
neurotrofinas, principalmente NGF y BDNF, como sirven como inductores de la determinacién y
diferenciacion neural. Existe evidencia de que la familia de proteinas FGF son capaces de alterar
la estructura de la cromatina para favorecer la reprogramacién y asi favorecer un cambio de
destino® y que en fibroblastos la activacién de receptores de la familia Trk induce la
transformacion maligna de fibroblastos y la adopcién de morfologias neurales*® al activar

oncogenes trk; sin reprogramacion por introduccion de factores de transcripcion.
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Es importante notar que los trabajos citados previamente utilizan poblaciones celulares
inespecificas y que los medios de cultivo y de diferenciacidén para estimular la diferenciacion se

utilizan en el marco de su uso en poblaciones celulares neurales o embrionarias.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios han mostrado que poblaciones hematopoyéticas de SCU son capaces de
exhibir caracteristicas de linajes celulares no hematopoyéticos en respuesta a estimulacidén por
medios de cultivo disenados para tejidos neurales o embrionarios. La evidencia sugiere que es la
exposicion a los diferentes suplementos presentes en los medios lo que permite la adquisiciéon

de caracteristicas no convencionales.

En nuestro laboratorio hemos observado que la exposicidn inicial de la poblacién enriquecida y
purificada de CTPH a los medios de diferenciacion neural resultan desfavorables para la
proliferacién y supervivencia celular. No obstante, experimentos realizados por la Dra. Patricia
Flores Guzman muestran que una poblacion purificada de CTPH (células CD34+ CD38- Lin-)
expuesta inicialmente a citocinas hematopoyéticas, no sdlo sobreviven y proliferan sino que,
después del cultivo en un medio comercial para células neurales, exhiben cambios distintivos
hacia una caracterizacion neural. Las células terminales se adhieren a los platos de cultivo y
exhiben morfologias de apariencia neuritica, expresan transcritos y proteina de los marcadores
neurales MAP2, GFAP, NeuN y NF200. Ademas en ensayos electrofisiolégicos muestran tener
responsividad a estimulacion eléctrica de manera similar a aquella observada en células
diferenciadas de una linea celular de neuroblastoma. Estos resultados refuerzan la teoria de que
la poblacion hematopoyética temprana es capaz de adquirir caracteristicas neurales ante el
estimulo del medio de diferenciacion comercial; y la exposiciéon inicial a citocinas
hematopoyéticas permite la proliferaciéon y supervivencia de las poblaciones primitivas previa a

la induccidn con medios de diferenciacion.

El presente trabajo busca evaluar si el uso de citocinas, neurotrofinas y los factores troficos EGF
y FGF2 durante la primera fase de cultivo, ejercen una influencia importante sobre la adquisicion
de caracteristicas y marcadores neurales después de un estimulo refuerzo con los medios

neurales.
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HIPOTESIS

La poblacion enriquecida en células CD45+ CD34+ CD38- Lin- es una poblacién sensible a
regulacion por factores solubles. La exposicion inicial a neurotrofinas y factores troficos en
combinacion con citocinas hematopoyéticas permite la proliferacion y supervivencia de la
poblacion hematopoyética y favorece la expresién de marcadores no hematopoyéticos posterior

a la exposicién a un medio neural.

OBIJETIVOS

GENERAL

Determinar si la exposicion temprana de una poblacion enriquecida en células CD34+
CD38- Lin- de SCU a un medio de cultivo para CTPH adicionado con las neurotrofinas NGF, BDNF
y GDNF, y a los factores de crecimiento FGF2 y EGF in vitro modifica los patrones de proliferacion
y expansion hematopoyética, la expresion de marcadores neurales y la adquisicion de

morfologias no convencionales en linajes hematopoyéticos.

PARTICULARES
- Observar el efecto de la adicién de neurotrofinas en los patrones de proliferacién celular.

- Evaluar el efecto de la adicidon de neurotrofinas en el contenido de progenitores conforme los

dias en cultivo
- Cuantificar la expresion de marcadores neurales en la poblacidn inducida

Evaluar el efecto de la adicion de neurotrofinas en la adopcién de morfologias no

convencionales.

- Observar si el tratamiento a 3 fases, y la exposicion a los medios neurales, modifica la expresion

del marcador hematopoyético CD45.
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MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS DE SCU

De acuerdo a las normas institucionales del Hospital General de Zona Troncoso y del
Comité de Etica del Centro Médico Nacional SXXI se tomaron muestras de SCU de embarazos
normales a término de mujeres de 19 a 40 afios de edad. La sangre fue obtenida por la Dra.
Guadalupe Alarcén y por el personal de tococirugia del hospital posterior al nacimiento de la
placenta mediante la puncion de la vena umbilical y vaciamiento de la sangre por gravedad en
bolsas de colecta. Las bolsas de colecta son de fabricacion especificada con medio CDF y 35ml de
heparina como anticoagulante. Las muestras fueron procesadas durante las 12 horas posteriores

a la toma.

Para obtener la banda de CMN de SCU se realizd un gradiente de densidad con Ficoll-Paque PLUS
(GE Healthcare™). Las células fueron sembradas en medio Advanced RPMI 1640 (Gibco) con 20
% de suero fetal bovino (SFB) Hyclone® y 10 puL/mL de la mezcla de 5 antibidticos (eritromicina
[12 pL/mL], penicilina-estreptomicina [12 pL/mL], gentamicina[10 pL/mL], vancomicina [12
uL/mL] ) en cajas de petri de poliestireno para favorecer la adherencia de células sanguineas
adherentes asi como células de linajes no hematopoyéticos como fibroblastos, células
endoteliales y células mesenquimales o bacterias que pudieran haber sido desprendidas durante

el procedimiento de obtencion.

El nimero celular y la viabilidad se determinaron a partir de conteo en hemocitémetro con

diluyente de Turk y con azul de tripano, respectivamente.

ENRIQUECIMIENTO CELULAR

Las CMN sembradas se recuperaron al dia siguiente y las cajas se lavaron suavemente con
PBS para disminuir el desprendimiento de las células adheridas asi como de bacterias

provenientes de la muestra.

Para el procedimiento de enriquecimiento, se lavd la muestra con PBS y se obtuvo una
suspension celular que posteriormente se incubd con el coctel de anticuerpos del kit StemSep®
Human Primitive Hematopoietic Progenitor Cell Enrichment Kit (Stem Cell Technologies™) para
enriquecimiento por seleccion negativa de la poblacién CD34+CD38-Lin-. El coctél de anticuerpos

para identificacion de las poblaciones Lin+ se compone de: CD2, CD3, CD4, CD16, CD19, CD24,
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CD36, CD38, CD45RA, CD56, CD66b y glicoforina A . Se incubd la suspension a temperatura
ambiente durante 15 minutos y posteriormente se incubé con un coloide magnético para

permitir la adherencia de las células en la columna inmunomagnética utilizada posteriormente.

CULTIVO CELULAR

Los cultivos celulares de la fraccién enriquecida se llevaron a cabo en un esquema de
cultivo tipo Delta de tres fases desarrollado previamente en nuestro laboratorio, con una

duracioén total de 25 dias en cultivo a 372Cy a 5% de CO,.

Los primeros siete dias de cultivo se consideraron como la fase de induccién, que tiene como
objeto promover una induccién prematura de las células primitivas por factores solubles. Los
siguientes siete dias se consideraron como la fase de expansion en la cual se expone al cultivo a
SFB para favorecer el crecimiento de la poblacidn. Los siguientes 14 dias en cultivo se consideran
como la fase de diferenciacién/determinacién en la cual el cultivo es expuesto a un medio de

diferenciacion neural.
Primera Fase

La suspension celular recuperada y contada se dividié en 5 fracciones las cuales se sembraron en
una misma placa de poliestireno de 24 pozos en medio libre de suero Stem Span® SFEM (Stem
Cell Technologies) adicionado con citocinas (SCF, Flt-3, IL6, TPO, GM-CSF, G-CSF, IL3; todas a una
concentracidon de 10ng/mL ) o con una combinacion de citocinas, factores de crecimiento (FGF2
y EGF; a 10ng/mL) (Peprotech®) y neurotrofinas (NGF, BDN, GDNF; a 15ng/mL) (Peprotech®). De
acuerdo al nimero de recuperacién celular el nimero celular sembrado fue de 5,000 a 15,000
células por pozo por mL de medio adicionado. Se mantuvo el cultivo durante siete dias. La
adicion de citocinas como inductores se utilizd a partir de su uso en otros protocolos de

diferenciacién neural &.

Se excluyd el uso de eritropoyetina (EPO) en los cultivos dado que en ensayos previos, y de
manera concordante con la literatura® esta citocina favorece fuertemente la diferenciacién, y

por lo tanto el agotamiento, de los progenitores hematopoyéticos.

Las combinaciones de citocinas o citocinas-neurotrofinas utilizadas se detallan a continuacion:
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Tabla 1. Composicidn de citocinas y neurotrofinas en los cultivos utilizados.

Cultivo

Factores de crecimiento

Neurotrofinas

Seminal (SEM)

SCF, TPO, IL6, Flt-3

Mixto (MX)

SCF, TPO, IL6, Flt-3, GM-CSF, G-CSF, IL3

Hemato-neural (H1)

SCF, TPO, IL6, Flt-3

NGF, BDNF, GDNF

Hemato-neural2 (H2)

SCF, TPO, IL6, Flt-3,FGF2, EGF

NGF, BDNF, GDNF

Seminal + EGF+ FGF2
(EF)

SCF, TPO, IL6, Flt-3, FGF2, EGF

Se evalud el efecto de las neurotrofinas en combinacién dado que en la literatura se utilizan de
esta manera; adicionalmente, ensayos preliminares mostraron que éstas tienen efectos similares
en la proliferacién celular tanto individualmente como en combinacion. Dado que el propdsito
del trabajo es estudiar el efecto de las neurotrofinas sobre la diferenciaciéon terminal se

adicionaron Unicamente en combinacidn con citocinas tempranas.

La combinacién mixta se utilizd en los ensayos previos realizados por la Dra Flores Guzman con

resultados positivos, por lo cual se utilizé este cultivo como comparativo.

Sequnda Fase

Al dia 7 del cultivo se recuperaron las células de cada pozo, se lavaron con PBS y se resembraron
en 2 mL totales de medio RPMI adv con 10% adicional de SFB. Se distribuyeron equitativamente
en cajas de 2, 4 u 8 pozos, Lab-tek-CC*" de fondo de vidrio (Nunc®) recubierto quimicamente con
la molécula CC*" que asemeja la poli-I-lisina (informacidn resguardada por el fabricante) que
favorece la adhesion (recomendada para el crecimiento de células neurales). El cultivo se

mantuvo siete dias en esta fase.
Tercera Fase

Al dia 14 de cultivo se recuperaron las células de cada caja, se lavaron con PBS y el nimero
celular se dividid en 2. La mitad se resembrd en la mitad de los pozos previamente utilizados en
presencia del medio comercial NeuroCult® NS-A (Stem Cell Technologies™) y la segunda mitad se

resembro en la segunda mitad de los pozos previamente utilizados en presencia del medio
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DMEM-F12 N2 (utilizando el protocolo provisto por el Dr. Ivan Velasco). El medio fue cambiado

cada 3 dias, durante 11 dias mas. Se esquematiza el método de cultivo en la Figura 3

FASE DE INDUCCION FASE DE EXPANSION FASE DE DETERMINACION
T e
CULTIVO RPMI adv MEDIO DE CULTIVO
ESPECIALIZADO + 10% SFB PARA PROLIFERACION NEURAL
SEMINAL - ” ple

< (TPO + SCF+ Flt-3 + 11-6) ~
= Neurocult
<
U]
w
= MIXTO » N2
o) (TPO + SCF+ Flt-3 + IL-6 -
8 + G-CSF + GM-CSF + IL-3) ~ R
[WN}
—
L
wn N2
% HEMATO NEURAL 1 -~
o (TPO + SCF+ FIt-3 + Il-6 -
9 + NGF + BDNF + GDNF) ~ Neurocult
a)
O
L
= N2
a HEMATO NEURAL 2 >
% (TPO + SCF+ Flt-3 + Il-6+ NGF +
(i} BDNF + GDNF+ EGF + FGFb) L Neurocult
(%))
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=
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© EGF / FGFb ”

(TPO + SCF+ Flt-3 + Il-6+ =

EGF + FGFb) ~ Neurocult

Fig. 3. Esquema de cultivo en 3 fases. En el cultivo a 3 fases. Durante la primera fase (la
fase de induccion) las células se exponen a diferentes factores tréficos. Posterior a esta
primera induccién el resto del cultivo, tanto en la fase de expansién como de
determinacion las células son cultivadas en las mismas condiciones.

CUANTIFICACION CELULAR

La division de las CTH se da en funcion de la necesidad que tiene el organismo de restituir
las poblaciones celulares sanguineas o de repoblar las poblaciones celulares primitivas. En estos
eventos la division celular puede analizarse a partir de 2 fendmenos distintivos, uno es aumentar
el nimero total de las poblaciones celulares y el segundo es de incrementar poblaciones

particulares a partir de la divisién clonal de un mismo progenitor.

La proliferacion es la capacidad que tienen las células de multiplicar (sin distincion de linaje) los

numeros totales celulares. La expansion, en contraste, es la capacidad que tienen las CTPH de
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aumentar el nimero celular con caracteristicas comunes. De esta manera, a partir de la
cuantificacion del aumento en el nimero total celular en cultivo puede evaluarse la proliferaciéon
celular y mediante ensayos de unidades formadoras de colonias puede evaluarse la expansién 2.
A partir del comportamiento de las CTPH in vivo se han desarrollado técnicas para estudiar in
vitro e in vivo las caracteristicas y propiedades de las CTPH. Se ha observado que la siembra de
progenitores comprometidos en medios semi sélidos (como el agar suave o en metilcelulosa)
adicionados con factores inductores hematopoyéticos permiten la formacidon de agrupaciones
celulares; colonias celulares. Las colonias que se forman a partir de la division clonal de un
mismo progenitor pueden identificar a células progenitoras de diferente potencial. Asi una
colonia mixta (CFU-MIX; que contiene tanto células blancas o mieloides como células de linajes
eritroides) caracteriza a un progenitor temprano multipotente, colonias compuestas de una
estirpe particular como monocitos-granulocitos (CFU-GM) o eritroblastos tempranos (BFU-E)
identifican a progenitores tempranos restringidos a estirpes celulares determinadas y colonias
compuestas distintivamente de monocitos (CFU-M), granulocitos (CFU-G) o eritroblastos

hemoglobinizados (CFU-E) identifican a progenitores mas comprometidos ***3.

Proliferacion Celular

Las células en cultivo se recuperaron y lavaron con PBS. Se hicieron conteos celulares en cada
cambio de fase utilizando hemocitémetro y el diluyente de Turk; la viabilidad celular( conteo con
azul de tripano) se empled para hacer un calculo del nimero de células vivas en cultivo. Los
datos presentados posteriormente son datos de células vivas en cultivo y estan normalizados al
numero celular inicial de siembra. Para realizar el conteo de células adherentes, las células
adheridas se incubaron con Tripsina-EDTA, durante 3-5 minutos a 372C. Después de este tiempo

se inhibio la accion de tripsina con SFB. Se recuperaron las células y se lavaron 2 veces.

Como controles de proliferacion se mantuvo una fraccion celular durante los 25 dias de cultivo
en exposicion de medio libre de suero y con las citocinas de los diferentes esquemas (SEM, MX,

H1, H2 o EF).

Ensayo de Colonias Hematopoyéticas (Expansion celular)

Para hacer la estimacion de la expansion de progenitores hematopoyéticos se realizdé un ensayo
de colonias en cada fase del cultivo. En cada cambio de fase se recuperaron 1,000 células de
cada tipo de cultivo y se sembraron en el medio comercial de metilcelulosa suplementada con
citocinas ( SCF, GM-CSF, IL3, EPO) MethoCult® H4434 (Stem Cell Technologies™) en placas de

poliestireno de 24 pozos a 372C y a 5% CO, durante 14 dias. Al término de este tiempo,
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utilizando un microscopio invertido en campo claro, se cuantificaron y clasificaron las colonias
hematopoyéticas de acuerdo a la clasificacion descrita previamente. Para su analisis, las colonias
hematopoyéticas clasificadas y cuantificadas se agruparon en mieloides (CFU-G, CFU-M, CFU-
GM), eritroides (BFU-E, CFU-E) o mixtas (MIX). Se estimd el nUmero de progenitores contenido a
partir de la relacion del nimero de colonias hematopoyéticas con el numero de células en

cultivo.

INMUNOCITOQUIMICA

Para evaluar la expresiéon de marcadores de linajes neurales se utilizd la técnica de

inmunocitoquimica por revelado con cromadgeno y contraste con hematoxilina.

Se utilizé el kit Dako Envision™+System-HRP(DAB) (REF K4007) o se utilizd el equipo
automatizado VENTANA Benchmark GX (Roche).

En el dia de obtencién y enriquecimiento, en el dia 7 de cultivo y en el dia 25 de cultivo se
recuperaron las células y lavaron con PBS. Se hicieron laminillas por citocentrifugacion
(Cytocentrifuge 7620 Cytopro™). Una vez secas, éstas fueron fijadas con acetona al 100% a -202C
durante 5 minutos y se dejaron secar al aire. En el caso de los pozos con células adherentes, los
pozos fueron enjuagados rapidamente con PBS y posteriormente con acetona fria y dejadas a

secar al aire. Las laminillas fueron almacenadas a 42C o a -202C si el uso seria a largo plazo.

Las muestras se hidrataron con PBS, se permeabilizaron con Tween 20 al 0.01% en frio. Se utilizé
el blogueador de la peroxidasa del kit durante 15 minutos y se hizo un bloqueo de sitios
inespecificos utilizando albimina bovina al 10%. Se aplicé el anticuerpo primario de 4 a 6 horas;

toda la noche en el caso de células adherentes o una hora en el sistema automatizado.

Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales y en las concentraciones indicadas:

Tabla 2. Anticuerpos y concentraciones utilizadas
TrkA (abcam® Cat. AB76291) [1:100]
TrkB (abcam® Cat. AB18987) [1:200]
SCFR (R&D® Cat. MAB332) [1:100]
MAP2 (Millipore™ Cat. MAB3418) [1:100]
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A2B5 (Millipore™ Cat. MAB312) [1:200]

Nestina (Millipore™ Cat. MAB5326) [1:100]

Gfap (Dako No. M 0761) [1:100]

Se utilizé el polimero pol-HRP del kit o el multimero-HRP (TrkA, TrkB) durante 1 hora. Se utilizd
diaminobencidina (DAB) como revelador y la hematoxilina como contraste. Una vez secas se

utilizé el medio de montaje no acuoso VectaMount™ para montar las laminillas.

Se fotografiaron 5 campos aleatorios a una magnificacién de 20x ( utilizando y estabilizando la
iluminacion con ayuda del software AxioVision 4.8.2). Se contd el numero de células positivas y

negativas (con precipitacion café) utilizando el software de analisis de imagenes Image) *

Se utilizaron como controles positivos las lineas celulares de neuroblastoma y glioblastoma, SH-
SY5Y ( ATCC® Cat. CRL-2266™) y CCF-STTG1(ATCC® Cat. CRL-1718) respectivamente, y tejido
disociado de cerebro de rata, regalo de la M en CQ Janet Barroso. Como controles negativos se
utilizaron las propias muestras omitiendo el anticuerpo primario, y las lineas celulares
M210B4(ATCC® Cat. CRL-1972), CaSki y HS5, las ultimas regalos de los laboratorios del Dr.

Alberto Monroy y del Dr. Juan José Montesinos.

MORFOLOGIA

Para evaluar el cambio en la morfologia celular conforme los dias en cultivo, se
fotografiaron 5 campos aleatorios a una magnificacion de 20x utilizando y estabilizando la
iluminacion con ayuda del software AxioVision 4.8.2. Se evaluaron 3 grupos de morfologias
definidas: Redondas, Dendriticas, Bipolares, agrupando morfologias similes. Se utilizaron vy
modificaron los paneles de identificacion morfologica previamente descritos para células
mesenquimales "® y para células CD34+ ®derivadas de SCU en protocolos de diferenciacién

neural.

CITOMETRIA

Para evaluar la expresiéon de marcadores de linaje hematopoyético se recuperaron vy

lavaron células en el dia de obtencidn (1x10°) y de enriquecimiento (= 300x10% ), en el dia 7y 25
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de cultivo ( de 60x10° a 150x10° por bajo numero celular). Se realizé una tincién directa. Las
muestras se incubaron durante veinte minutos a temperatura ambiente con los siguientes

anticuerpos monoclonales conjugados:

Tabla 3. Composicidn de citocinas y neurotrofinas en los cultivos utilizados.

CD38 FITC Mouse anti-human mAb clona HIT2 (Invitrogen MHCD38014)
CD34 APC Mouse anti-human mAb clona 581 (BD Pharmingen™ Cat.555824)
CD45 APC Mouse anti-human mAb clona HI30 (BD Pharmingen™ Cat.555485)
CD45 FITC Mouse anti-human mAb clona HI30 (Invitrogen MHCD38014)
Mouse IgG1, (TRI- | Mouse (Invitrogen MG106)

COLOR®)

Se lisaron eritrocitos y se fijaron las muestras utilizando la solucion de lisis y fijacion BD FACS™
Lysing Solution. Se lavaron posteriormente con PBS EDTA. Las muestras se resuspendieron en
PBS con 3% de SFB y se guardaron a 42C hasta su lectura. Las muestras fueron leidas en un
periodo no maximo de 7 dias posteriores a la tincidon y fijacion. Se utilizé un equipo BD
FACSCalibur flow cytometer con BD FACS Loader con la configuracién original de los sistemas

Optico, electrdnico y de fluidos.

La calibracion del equipo y el establecimiento de los parametros se realizé utilizando las células
cultivadas en citocinas hematopoyéticas todos los dias de cultivo, y ajustando a las poblaciones
autofluorescentes. Para la evaluaciéon del niumero total de las poblaciones CD45+, CD34+,
CD34+CD38- se utilizé como guia el gating descrito por Doulatov et al*®*

Para la evaluacién de CD34 y CD45 al d7 de cultivo se analizd la regiéon descrita para las

poblaciones de linfocitos dada la distribucién mayoritaria de células en esta region 9%,

Para las poblaciones al dia 25 de cultivo se guardd el nimero total de eventos y se analizaron las
poblaciones existentes en regiones separadas, evitando las poblaciones extremas para evitar el
analisis de dimeros y de detritos celulares. Se analizaron los datos con el software de analisis

FlowJo (©OTreeStar).
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ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el paquete estadistico SPSS para el analisis de proliferacion, adherencia,
expresion de receptores y marcadores, unidades formadoras de colonias y morfologia. Se aplicé
la prueba Kolmogorov-Smirnov para evaluar normalidad de las poblaciones para todas las

variables.

Se realizaron ANOVA de un factor para comparar proliferacion y nimero de progenitores entre
cultivos, y una prueba de Wilcoxon para datos pareados para expresion de marcadores y
adherencia. Se utilizé la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones multiples. Los datos

significativos se consideraron a una p < 0.05.

30



RESULTADOS Y DISCUSION

DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS

Se utilizaron 42 muestras de SCU en total. Las CMN de SCU obtenidas después de un dia
de cultivo presentaron viabilidades mayores al 90% en todos los casos (aquellas con viabilidad
<90% fueron descartadas). Posterior a la separacién inmunomagnética, las células presentaron

una viabilidad cercana al 100% en todos los casos (n=30).

En la Tabla 4 se resumen las caracteristicas principales de las muestras utilizadas:

Tabla 4. Resumen de caracteristicas principales de las muestras utilizadas

Media £ Desv. St

Edad de las madres (n=19)* Media 27.3
Mediana 27 afios
Rango- 19-40 afios

Volumen promedio por unidad de SCU (ml) (n=33) 107.5+21.4
Numero total de células nucleadas por unidad de SCU (x10%) 3.00+1.21
#de CMN/mL de SCU el dia de toma 2.67x10° £ 0.8710°
(n=33)

% de recuperaciéon de células mononucleares de SCU posterior a un dia de 61.5% + 17.08
cultivo (considerando como 100% el total de células obtenidas del gradiente

de Ficoll; n=33)

% relativo de células CD34+ en CMN de SCU previo a columna 0.84% +0.61
(n=4)

% relativo de células CD34+ CD38- en la poblacion CD34+ de CMN de SCU| 33.45% + 11.59
previo a columna

(n=4)

% de recuperacion celular posterior a seleccidn negativa por columnal 0.26% + 0.27
inmunomagnética.

(n=4)

% relativo de células CD34+ en la fraccion enriquecida al DO 54.27% + 8.78
(n=4)

% relativo de células CD34+ CD38- en la poblacién CD34+ de la fraccidon| 99.125% + 0.97
enriquecida al DO

(n=4)

* En la evaluacion de la edad de las madres al momento del nacimiento se reporta tanto la mediana como
el rango de edades.
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El porcentaje de células CD34+ en SCU es cercano al 1% de la poblacién total, lo cual es

consistente con reportes previos "%

. La recuperacion de células CD45+, CD34+ se encuentra
en el rango de incremento descrito por el fabricante para el kit de separacion utilizado. Las
poblaciones celulares de SCU previa y posterior a la columna se nombraron como CMN o Lin-

respectivamente debido a la naturaleza de la poblacion.

Al analizar los porcentajes relativos de células CD45+ en las poblaciones de CMN vy Lin-
encontramos que son similares, 96.2% + 4.03 y 97.17% * 2.46 respectivamente. A pesar de que
en ambas poblaciones hay una expresion similar de CD45+, el porcentaje relativo de células
CD34+ aumenta 64.6 veces en la poblacidn de Lin- en comparacion con las células CMN lo cual se

encuentra dentro de lo reportado previamente en la literatura'®

. Adicionalmente, al analizar
por citometria a la poblacién CD34+ de la poblacidn Lin-, esta es casi exclusivamente CD38- 98%
+ 1.1 (Ver Figura 4). Estas observaciones permitieron deducir que la poblacién utilizada era una

poblacidn enriquecida en células primitivas de linaje hematopoyético .
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Fig. 4. Enriquecimiento de la poblacion celular CD34+ CD38-. A Las figuras superiores
representan a la poblacion CMN, a la izquierda se muestra el porcentaje relativo de
células CD34+, a la derecha se muestra el porcentaje de células CD38+ en la poblacién
CD34+. B Las figuras inferiores representan a la poblacion Lin-, a la izquierda se muestra el
porcentaje relativo de células CD34+, a la derecha se muestra el porcentaje de células
CD38+ en la poblacién CD34+
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Para corroborar la eficiencia del procedimiento de separacion y enriquecimiento en las
poblaciones tempranas se evalud la presencia de progenitores hematopoyéticos funcionales
tanto de las poblaciones celulares CMN y Lin- mediante ensayos de UFC. En la tabla 5 se

presentan los porcentajes de UFC encontrados en relacion al numero celular absoluto.

Tabla 5. Contenido de UFC Mieloides, Eritroides o Mixtas previa y posteriormente a
la separacion inmunomagnética. Los datos se reportan en % * desviacion estandar
de progenitores en relacion al nimero de células en cultivo (n=10)

Mieloides Eritroides Multipotentes Totales
+ + +
CMN 0.31+0.27 0.18+0.11 0 0.51+0.39
Lin- 2.5+0.19 2.6+0.18 0.05 + 0.07 6.08 £ 3.39

El nimero de UFC totales aumenta 11.9 veces posterior al enriquecimiento por columna, este
incremento es concordante con reportes previos realizados por nuestro grupo'®. El
enriquecimiento en el nimero de progenitores contenidos en la poblacién recuperada, refuerza
la evidencia de que las poblaciones celulares iniciales son células primordialmente

hematopoyéticas con una proporcion importante de células con caracteristicas primitivas.

Todas las células recuperadas posterior a la columna de separacion son similares en morfologia:
células pequeias, redondas y en suspensidon, como se han caracterizado previamente las

poblaciones primitivas hematopoyéticas®.

Se ha documentado con anterioridad que células de linajes hematopoyéticos expresan
receptores a factores neurotroficos, TrkA, TrkB, TrkC y la familia de co-receptores de Ret tanto

48,108,109,110

en linajes hematopoyéticos maduros para funciones especificas como en células de

! e inducida®. Se evalué de manera inicial la expresién de los

SCU de manera constitutiva®’
receptores a neurotrofinas TrkA y TrkB y asi como la expresion del receptor para SCF para
evaluar si existe una variacion en la expresion de los receptores por el esquema de cultivo. En la
Tabla 6 se presentan los porcentajes de células positivas a los receptores evaluados (Ver figura

5).
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Tabla 6 Porcentaje de células positivas para los receptores de neurotrofinas TrkA y TrkB,
y para el receptor de SCF en la poblacién de CMN o en la fraccion enriquecida Lin-. Se
evaluaron 3 muestras no relacionadas en cada caso. Se reporta % de células positivas *
error estandar.

TrkA TrkB SCFR
CMN 24.89+ 18.95% 16.13 +3.88 % 65.67 +28.75%
Lin- 3.39+1.24% 18.6 £3.85% 30.47+£16.32%

La expresion de SCFR es importante dado que se ha reportado que éste es un marcador de
células hematopoyéticas tempranas y dicha expresidon se encuentra favorecida en las
poblaciones de SCU™. Sin embargo, es importante notar que este receptor se encuentra en
mayor porporcion en la fraccidn mononuclear y posterior a la columna el porcentaje de células
positivas disminuye casi a la mitad. Se ha descrito previamente que las poblaciones celulares
CD34+CD38+ de SCU tiene una mayor frecuencia de expresion de éste receptor que las
poblaciones CD34+CD38- '® y hay poblaciones celulares, descritas en MO, que lo expresan como
progenitores comprometidos de la linea mieloide y en una pequefia fraccién de células NK**>. El
porcentaje de células CD117+ es mucho mayor al reportado en otros estudios®’, no obstante es
importante notar que ésta evaluacién, a diferencia de otros estudios, no se realiza en muestras
criopreservadas. A pesar de esta diferencia en la poblacién de CMN, el porcentaje de expresion
de este receptor en la poblacién Lin- es concordante con reportes previos™*.

Se ha documentado que la expresion de TrkA es casi 5 veces mayor en la poblacion CD34+ de

10 sin embargo, como

CMN de SCU (aprox 30%) que en la misma poblacién proveniente de MO
se ha expuesto con anterioridad, las células CD34+ en la sangre de corddn umbilical no sélo
identifican a las poblaciones celulares mas primitivas, por lo que la fuerte presencia del receptor
sea relevante en diversos procesos bioldgicos. Se ha observado el efecto de NGF en la

135 A pesar de ésto, se

maduracién de drganos inmunoldgicos y asi la maduracién de células B
sabe que gran cantidad de factores troficos tienen funciones pleiotropicas por lo que el efecto
gue pudiera tener ésta u otras neurotrofinas en las poblaciones hematopoyéticas mas primitivas
se desconoce asi como la relevancia de la expresion de la sefializacion de este receptor en

poblaciones celulares mas primitivas.

Al igual que los receptores a neurotrofinas, se ha descrito con anterioridad que en la fraccion de
CMN de SCU existe una fraccién celular con caracteristicas hematopoyéticas, capaces de
presentar marcadores de linajes neurales en proporciones bajas. Sin embargo no se ha analizado
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la expresion de marcadores para poblaciones celulares hematopoyéticas en la poblacién Lin-.

Para caracterizar con mas detalle a la poblacidn inicial y para poder tener referencia se evalué

por inmunocitoquimica la expresiéon de marcadores neurales. Se identificaron células positivas

para Nestina, GFAP, MAP2 y A2B5 en proporciones bajas tanto en la fraccion mononuclear de

SCU como en la fraccion enriquecida Lin- (Tabla 7, Ver figura 5).

Tabla 7. Porcentaje de células positivas para marcadores de linaje neurales: Nestina, GFAP,
MAP2 y A2B5 al dia 0 de cultivo en las poblaciones CMN vy Lin-. Se evaluaron 3 muestras no
relacionadas en cada caso. Se reporta % de células positivas + error estandar

Nestina GFAP MAP2 A2B5
CMN 8.12+4.18 0.16 +£0.01 12.38+5.9 36.83 +£16.9
Lin- 11.88 +3.7 243+2.0*% 6.05*2.19 4.71+2.57
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Fig. 5. Inmunocitoquimicas d0 CMN y Lin-.
arriba hacia abajo) de TrkA, TrkB y SCFR. Las figuras en la linea izquierda son fotografias a
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campo claro de CMN de SCU , en la linea derecha se muestran fotografias en campo claro
de la fraccién enriquecida Lin- para los mismos marcadores. Panel derecho.
Inmunocitoquimicas (de arriba hacia abajo) para Nestina, GFAP, A2B5 y MAP2. Las figuras
de la linea izquierda son fotografias en campo claro de CMN de SCU. Las figuras de la linea
derecha son fotografias en campo claro de la fraccién enriquecida Lin- para los mismos
marcadores.

Como se ha mencionado previamente, se han descrito poblaciones positivas para Nestina, GFAP,
MAP2 y A2B5 en SCU sin embargo la relevancia, proporciones e identidad de las células que
expresan dichos marcadores no han sido descritas detalladamente. A pesar de que los
porcentajes de células positivas para Nestina, GFAP y MAP2 son relativamente bajos en la
fraccién de celular heterogénea de CMN, no se observa una gran diferencia en la expresion de
estos marcadores en comparacion con la poblacion enriquecida, no asi en el caso de la expresion
de A2B5. Es notorio que el porcentaje de células positivas para la marca de A2B5 es muy alta,
mientras que este valor disminuye casi 8 veces en la fraccidon enriquecida, no obstante esta
percepcidn, la diferencia no es estadisticamente significativa. Se ha reportado que la estirpe

123 1o cual podria explicar la disminucién de la

celular monocito/macréfago expresa ganglidsidos
marca al eliminar estos linajes, sin embargo, el tipo de gangliésidos que se asocia a estos linajes
celulares no es aquel para el cual se ha identificado principalmente el anticuerpo (Ver p.42). La
diferencia en marca puede estar asociada a la expresion de otro tipo celular que exprese dicha
serie lipidica o que existan diferencias en la expresidn lipidica de éstos grupos celulares en SCU.

Dicha caracterizacion no se ha hecho previamente.

PROLIFERACION y EXPANSION CELULAR

Las caracteristicas proliferativas y de expansiéon de las poblaciones celulares
hematopoyéticas han sido estudiadas in vivo e in vitro para caracterizar poblaciones celulares
particulares. Se sabe que los cultivos in vitro necesitan el estimulo de citocinas hematopoyéticas

3

para la supervivencia 2, el transito en el ciclo celular’™® o a determinacién y diferenciacion

celular™.

En la literatura, distintos protocolos de plasticidad han utilizado neurotrofinas como inductores

tanto de manera individual como en combinaciones de éstas, sin embargo el efecto en nuestra
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poblacidon y en el esquema de cultivo utilizado no estaba determinado. Para determinar cual
seria la o las neurotrofinas a utilizar en los posteriores experimentos, se evalud si el uso
individual o en combinacion de las neurotrofinas NGF, BDNF y GDNF ejercia un efecto distintivo
en el comportamiento celular normal. Se cuantificé la proliferaciéon de la poblacién Lin- en
presencia de citocinas hematopoyéticas de supervivencia (cultivo SEM) y las neurotrofinas
individuales o en combinacién. Se observaron variaciones leves en el numero celular en
exposicion a cada una de las neurotrofinas en comparaciéon con el cultivo SEM. A pesar de no
haber diferencias significativas en la variacién del nimero celular total se observd una ligera
tendencia positiva a la presencia de neurotrofinas en combinacion al dia 14 de cultivo (Ver
Figura 6). Dado que los numeros celulares inicialmente sembrados y recuperados en cada una de
las fases del cultivo son una gran limitante para realizar los diferentes ensayos se opté por

utilizar la combinacion de neurotrofinas y asi poder recuperar la mayor cantidad celular posible.
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Fig. 6. Proliferacion de células Lin- en exposicion a las neurotrofinas NGF, BDNF y GDNF
de manera individual o en combinacion. La cinética de proliferacion de las células Lin- en
un esquema de tres fases no muestra diferencias significativas en ningin punto entre la
exposicidn a neurotrofinas individuales o en combinacién. Se muestran las medias + error
estandar (n=4).

Proliferacion
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Al dia 7, el cultivo SEM vy el cultivo MX tuvieron incrementos de 6 y 21 veces,
respectivamente, respecto al nimero celular inicial, lo cual es concordante con reportes
previos'®, asi como el stbito incremento en el ndmero celular del dia 7 al 14 en el cultivo MX
41114 Respecto a los cultivos adicionados con neurotrofinas o EGF y FGF2, los cultivos H1, H2 y
EF exhibieron un patrén de proliferacion similar al cultivo SEM a lo largo de todo el cultivo. El
aumento en el numero celular del cultivo MX aumenté significativamente hasta el dia 14 de
cultivo, después del cual hay un decremento en las poblaciones con lo cual el nimero celular ya
no es significativamente diferente del resto de los cultivos. El aumento en el nimero celular al
dia 7 del cultivo MX fue significativamente mayor a los cultivos SEM y H1 (p< 0.01), no asi de los
cultivos adicionados con EGF y FGF2. Al dia 14, el mismo cultivo muestra un aumento en la
proliferaciéon celular que es de casi 3 veces el niumero celular del dia 7 in vitro. Sin embargo, al
dia 25 in vitro, los numeros celulares absolutos de todos los cultivos (incluido el cultivo MX)
disminuyen en comparacion con el niumero de células vivas al dia 14. Aunque persiste una
diferencia aparente en las poblaciones MX la desviacién del nimero celular total es tan grande
gue en realidad no hay diferencias estadisticamente significativas (Ver figura 7). Los demas
cultivos presentan un incremento poblacional moderado durante los primero 7 dias en ausencia
de suero y en exposicidn a citocinas que, a pesar de alcanzar un pico en el numero poblacional

(en general) de ninguna manera se compara con los valores obtenidos en las poblaciones

expuestas a citocinas hematopoyéticas intermedias y tardias.
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Figura 7. Proliferacion de células Lin- a lo largo de 25 dias de cultivo. Posterior al dia 14
de cultivo se divide el nimero celular para siembra en medios de determinacién neural.
Se grafica el numero total de células en cultivo, tanto la fraccion adherente como no
adherente. Del dia 14 de cultivo al dia 25 hay una distincidn en las fracciones expuestas a
Neurocult o a N2. Las lineas continuas representan los cultivos expuestos a medio
comercial Neurocult, las lineas discontinuas a los cultivos en N2.

Se nota con W el dia durante el cultivo en el cual se encuentran diferencias significativas.
El nimero celular es significativamente mayor al dia 7 en el cultivo mixto en comparacion
con el cultivo SEM y H1 mientras que al dia 14 de cultivo es mayor el nimero a todos los
demas cultivos (posterior al cultivo en SFB). Se nota diferencia significativa (p<0.05) (n=7).
Se presentan las medias * error estandar.

La tendencia de mantener las poblaciones celulares de manera constante a lo largo del cultivo en
los cultivos SEM, H1, H2 y EF sélo nos pueden sugerir que, a pesar de que parecen no ser
relevantes en el estimulo proliferativo de las CTPH, no parecen ser inhibidoras de la proliferacion
y supervivencia de las poblaciones hematopoyéticas. Este efecto aparentemente irrelevante o

neutro cobra importancia en posteriores evaluaciones.
Adherencia

Se ha documentado que tanto células de linajes neurales como células derivadas hacia

linajes neurales necesitan adherirse para sobrevivir y posteriormente para iniciar los procesos de

66,68,90

diferenciacién y determinacion . Se ha descrito que la proliferacion y diferenciaciéon de las
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CPN in vitro es dependiente de la adherencia al sustrato®® y en ensayos con tejido embrionarioy
lineas celulares de neuroblastoma el contacto con poli-I-lisina favorecio la supervivencia y la

divisién celular €,

Estos reportes sirvieron como antecedente metodoldgico para los ensayos
realizados previamente por la Dra. Flores-Guzman en nuestro laboratorio. Ella observd que las
células efectivamente se adherian y adquirian con mayor facilidad morfologias no
hematopoyéticas por lo cual decidimos mantener el mismo método de cultivo en el presente

trabajo.

Durante la primera fase del cultivo las células se cultivan en una placa de poliestireno estéril y es
durante estos primeros dias de cultivo que los componentes en el medio de cultivo son los
Unicos estimulos a las poblaciones celulres. Al dia 7 in vitro las células en suspension se
recuperaron y resembraron en placas pre tratadas con una molécula analoga a la poli-I-lisina
para asi favorecer la adhesion celular. Al dia 14 en los pozos se encontraron de manera aleatoria
e inconstante células adheridas a las placas (al realizar los lavados del pozo para hacer cambios
de medio se desprendid la mayoria), sin embargo al dia 25 hay una separacién notoria en todos
los pozos de una fraccion adherente de morfologia diversa y una fraccion no adherente de

células pequefias y, en la mayoria de los casos, con baja viabilidad.

A pesar de las diferencias observadas en la proliferacion celular, la proporcion entre células
adherentes y no adherentes fue la misma al dia 7 y 14 in vitro en todos los cultivos. Al dia 25 se
observé que la exposicidn a los diferentes medios provocd una ligera diferencia entre las
proporciones de células adheridas y no adheridas en los mismos cultivos expuestos a diferentes
medios durante la tercera fase. A pesar de encontrar una mayor proporcion de células adheridas
en los cultivos expuestos a N2, las diferencias respecto al mismo cultivo expuesto a un medio
neural diferente no fueron estadisticamente significativas debido a una gran variabilidad entre

muestras (Ver Figura 8).
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Fig 8. Porcentaje de Adherencia al dia 25 de cultivo posterior a cultivo en medios de
cultivo neural. Se grafica el porcentaje de células adherentes y no adherentes en relacién
al nimero celular total de células vivas recuperadas. En la linea superior se muestra la
proporcion de células adherentes y no adherentes de los cultivos expuestos a Neurocult.
En la linea inferior se muestra la proporcién de células adherentes y no adherentes de los
cultivos expuestos al medio N2.

Expansion

Como se ha descrito previamente, uno de los criterios mas importantes para evaluar la
funcionalidad de la poblacion hematopoyética primitiva es la cuantificacion de UFC. A partir de
los ensayos de colonias se pueden evaluar tanto el contenido de progenitores hematopoyéticos
en una poblacion celular determinada, como el comportamiento de los diferentes cultivos en el

mantenimiento o agotamiento de las poblaciones primitivas.

El porcentaje inicial de progenitores respecto al numero celular total, como se reportd en
parrafos anteriores, es cercano al 6%. Al dia 7 in vitro, el contenido de UFC en todos los cultivos
aumenta de manera equivalente, alrededor de 2.5 veces, posterior a lo cual hay un decaimiento
en todos los cultivos (Ver Figura 9). Se observé que la adicion de neurotrofinas y de FGF2/EGF no
inhibe ni modifica de manera notoria el desarrollo de UFC en comparacién con los cultivos
expuestos Unicamente a citocinas hematopoyéticas. Sin embargo, la exposicién a SFB favorece el
agotamiento rapido de los progenitores hematopoyéticos lo que se ve reflejado en la
disminucién de unidades formadoras de colonias al dia 14 y concuerda con el aumento en las

poblaciones celulares totales observadas previamente en el andlisis de proliferacion celular.
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Fig. 9 Expansion de células hematopoyéticas contenidas en cultivos expuestos a
neurotrofinas o citocinas hematopoyéticas por 14 dias. Se presentan los datos como el
porcentaje de progenitores contenidos en el total de células en cultivo de los 5 cultivos al
dia 7 y 14 asi como las UFC de las CMN y de la poblacién Lin- como referencia. No se
grafica el contenido de progenitores posterior al dia 14 dado que el nimero de colonias
fue minimo en las fracciones no adherentes y no hay progenitores en la fraccidon
adherente.

MIX-Unidades formadoras de colonias mixtas; CFU-E/BFU-E- Unidades formadoras de
colonias eritroides y Unidades formadoras de colonias en burst; CFU-G/M/GM- Unidades
formadoras de colonias granulociticas, unidades formadoras de colonias monociticas y
unidades formadoras de colonias granulo-monociticas.

El aumento en el nimero de UFC al dia 7 es concordante con estudios previos **, sin embargo
en este estudio la proporcién de progenitores eritroides es ligeramente menor a la reportada. A
pesar de no haberse encontrado diferencias significativas ni en el numero relativo de
progenitores en cultivo ni en el tipo de colonias producidas, se pudo observar que de manera
muy discreta el cultivo H2 y el cultivo EF presentan una menor cantidad de colonias eritroides. Se
ha asociado a FGF2 como un inductor de la mielopoyesis® al favorecer la proliferaciéon y

determinacién de los progenitores mieloides''’, lo cual podria explicar esta ligera diferencia.

Al dia 14 in vitro el nUmero de colonias en todos los cultivos se redujo a menos de la mitad del

punto anterior. Al dia 25 in vitro el nimero de colonias fue cercano a cero y aparecieron
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Unicamente en los ensayos derivados de las células encontradas en la fraccion no adherente de
los cultivos . A pesar de observar grupos celulares en los cultivos en metilcelulosa, su aparicion
era irregular en las muestras y los grupos celulares eran muy pequeiios (clusters) y eran células

blancas.

En reportes previos se ha documentado que hay una disminucidn progresiva de las poblaciones
tempranas conforme los dias en cultivo; no obstante, la exposicidn continua a citocinas

hematopoyéticas demora el inicio de este decaimiento hasta los 21 dias en cultivo **. L

a
disminucién en la apariciéon de UFC con la caida drastica en el nimero de UFC posterior a la
exposicion a SFB y la pérdida casi total de UFC posterior a la exposicion al medio neural. Esto
podria deberse a que el SFB contiene una gran cantidad de factores y moléculas que funcionan
como inductores potentes de la proliferacion y diferenciaciéon, y que facilitan el incremento de

las poblaciones celulares a expensas del desgaste de la poblacién primitiva o de la muerte de

ésta.

EXPRESION DE MARCADORES NEURALES

Como se ha documentado con anterioridad, en los diversos trabajos sobre plasticidad, la
adquisicion o expresion de moléculas asociadas al tipo celular que se desea obtener posterior a
la induccidn, o linaje meta, es una de las evidencias mas fuertes que sugieren que existen
métodos que permiten la variacion en la diferenciacion terminal hacia diferentes linajes

celulares.

En este trabajo la evaluacidn de la expresion de marcadores de linajes neurales en los diferentes
cultivos al inicio y al final del experimento fue de gran importancia para determinar si el
tratamiento inicial con neurotrofinas ejercié un efecto en la diferenciacion de las poblaciones
celulares iniciales. Utilizamos algunos de los marcadores mas utilizados en la literatura para

identificar CPN o células neurales diferenciadas: Nestina, A2B5, GFAP y MAP2 3447

Al evaluar la expresion de marcadores neurales y de los receptores a neurotrofinas en el
transcurso del cultivo se observé que todos fueron regulados positivamente. Sin embargo se
encontraron diferencias significativas dependientes del cultivo Unicamente en la expresion de
Nestina y de GFAP. En la Tabla 8 se presenta el porcentaje de células positivas para los
marcadores neurales y para receptores al dia 7 y al dia 25 de cultivo. Tanto la expresién de A2B5

como de MAP2 se mantuvieron constantes entre cultivos y a lo largo de los dias in vitro.
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Nestina es una proteina de filamentos intermedios que se utiliza cominmente como marcador
de progenitores neurales*®. En la evaluacién de la expresién de nestina, el porcentaje de células
positivas al dia 7 in vitro fue similar a la expresién de la poblacion inicial (Lin- 11.88 + 3.7), a
pesar de que hay una ligera disminucidn (en el porcentaje de células nestina positivas en los
cultivos no expuestos a neurotrofinas. Sin embargo, al evaluar los cultivos y las diferentes
fracciones al dia 25 in vitro encontramos que el cultivo H2 exhibe una diferencia significativa en
el porcentaje de células positivas a nestina. El cultivo H2 muestra un aumento progresivo en
porcentaje de expresion de nestina, aumentando 2.8 veces al dia 7, lo cual al dia 25 se refleja en
una diferencia significativa (p=0.03) en la fraccion adherente del cultivo expuesto al medio
Neurocult respecto a la fraccion no adherente. Sin embargo el resto de los cultivos no mostraron

diferencias estadisticamente significativas.

La proteina acida glial fibrilar (GFAP por sus siglas en inglés) es una proteina de filamento
intermedio usualmente utilizada para identificar células gliales astrociticas asi como poblaciones
neuronales distintivas, aunque su expresion puede ser mas extensa'’. En nuestro trabajo, al
analizar los porcentajes de células en la poblacion enriquecida en CTPH mostré que la
proporcion de células positivas en la fraccion de CMN era casi indetectable y sélo en la poblacién
enriquecida se llegd a detectar un muy bajo porcentaje de células positivas (= 2%). Estos
porcentajes no aumentaron significativamente posterior a los primeros 7 dias in vitro. Sin
embargo, al dia 25, al comparar la expresion de GFAP en las células de los diferentes cultivos
expuestos a los distintos medios neurales y entre las fracciones celulares adherente y no
adherente se observd que la fraccion adherente de los cultivos H2 expuestas tanto al medio N2
como en NC tuvieron una expresion significativamente mayor a la expresada al resto de los dias
en cultivo y en comparacion con la fraccion no adherente del mismo cultivo. El porcentaje de
células GFAP positivas del cultivo H2 al dia 7 in vitro aumenté Unicamente 2.2 veces respecto a la
poblacidn inicial, sin embargo la expresién del marcador en las fracciones adherentes en los
cultivos en los medios Neurocult y N2 aumentd 16.21 veces y 19.63 veces, respectivamente, del

porcentaje original.
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Tabla 8 Porcentaje de células positivas para marcadores de linaje neurales: Nestina, GFAP, MAP2 y A2B5 y para receptores TrkA, TrkB y SCFR al dia 7 y 25 de
cultivo en la fraccidn adherente y no adherente. Se evaluaron 3 muestras no relacionadas en cada caso. Se reporta % de células positivas * error estandar.

Nestina GFAP MAP2 A2B5 TrkA TrkB SCFR
D7 SEM 85+ 8 26 £ 1.21 23.5+16.32 23.98 £12.85 57%2 28.53 £16.7 62.26 £10.28
MX 6.6 £ 3.3 199 + 18.3 14.87 £8.85 47.62 +24.32 26.19 +9.23 79.9£16.93 52+18.2
H1 20.14 + 14.9 1149+ 2.72 32+26.6 36.84 £18.47 553 £ 5.13 13.31 £5.53 78.8 £8.59
H2 33.8+ 16.2 537 £ 231 31.5+£225 35.8+22.6 10.67 + 4.34 48.25 +25.8 65.95 +£16.12
EF 7.53+2.19 6.39 £ 2 31.96 £25.96 15.36 £7.79 7.29 £ 2.99 68.17 £21.4 58.96 +18.82
D25 NC
NC SEM 8.18+3.3 52 £ 31 38.93 £21.9 37.28 £24.88 26.19% *+14.76 569+ 214 32.16 £27.7
NO ADH | MX 17.98 £13.9 203+1.41 28.9+23.17 54.69 £ 21.64 60.9% * 28.9 63.66 £ 20.5 5+4.44
H1 16.08 £6.5 11.28+7.4 36.28 £24.21 49.19 +16.47 31.39 £20.26 69.8 £ 28.78 10+5.61
H2 9.08 £2.16 2.12+0.42 41.94 +18.64 58.3+19.34 33.46 £14.11 63.66 £ 20.5 19.62 £19
EF 124+5.0 10.2 +1.06 18.52 £7.35 56.41 £15.74 59.4+11.68 73.3+11.54 13.12+6.5
ADH SEM 48.8 +17.98 18.74 £9.5 37.04+£17.2 23.13+16.9 65.16 £13.04 58.47 + 29.3 49.6 +17.9
MX 104 +£6.17 26.56 £ 14.09 50.9£21.8 28.9+229 27 £22.38 96.02 +2.38 37.7£9.99
H1 32.48 £15.62 12.44 £11.56 33.44 +£17 36 +31 26.27 £11.41 54.48 +25.7 35.7+16.51
H2 90.15+5.15 * 39.58 £ 4.7** 61.37 £27 62.27 £30.93 19.91 £11.92 81.06 +£9.49 63.32 £7.01
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EF 9.68 +2.36 43.23 +23.1 55.7£19.53 21.15+145 46 £ 23.2 85.11 +4.36 3.09+2.51
D25 N2
NO ADH |SEM 8.87+ 491 29.24 £11.21 15.43 £13.54 25.7+154 40.17 +18.99 31.14 £15.89 30.68 +£16.07
MX 567+3.4 15.02 £8.75 35.7+25.7 6.53 £4.44 36.35 +£22.18 63.66 £ 20.56 21.16 £15.75
H1 2.26+1.7 11.09 £9.47 20.34 £7.15 78.07 £ 8.6 34.08 £9.49 7136 +23.4 83.3+9.9
H2 16.83 £5.8 8.58 £3.69 29.43 £ 8.65 35.14 £23.13 41.65 +18.32 30.95 +£25.8 22.36 £13.6
EF 38.22 £ 25.45 15.17 £12.46 23.57 £5.67 31.69 £18.46 9.81+3.33 73.32 £11.54 38.93+14
ADH SEM 37.78 £22.12 0.43+0.17 61.52 +£29.22 34.13 £28.5 55.99 +£27.95 65.36 £31.75 17.81£11.9
MX 8.46 £ 3.86 20.86 £17.07 12.57 £11.7 22.89 £22.26 23.3+£18.7 25.16 £25 56.74 £24.94
H1 3.11+£1.29 142 £1.27 23.19 £12.63 27.55+24.9 37.3+22.28 65.79 £ 24.41 48.36 +20.35
H2 57.05+23.1 43.39+11.92 ** |37.85+£23.99 15.7 £10.78 41.78 +33.8 84.4+1.13 56.4 £ 20
EF 10.23 £6.04 8.66 £ 5.05 4476 +11.6 45+2.4 60.34 +27.69 84.55+1.04 77.8 £11.58

* Diferencia significativa respecto a los demas dias en cultivo, respecto a la fraccion adherente de la poblacion expuesta a N2 y respecto a las fracciones no

adherentes de ambas poblaciones expuestas a los distintos medios neurales.

**Diferencia significativa respecto a los demas dias en cultivo y respecto a la fraccion no adherente de ambas poblaciones expuestas a los distintos medios

neurales.
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GFAP y Nestina son 2 de los marcadores neurales mas cominmente utilizados para la identificacion
de las poblaciones maduras e inmaduras, respectivamente®. En ambos casos se observaron
aumentos en la expresién de estos marcadores en el cultivo terminal, de manera diferencial en los
cultivos expuestos de manera temprana a factores neurotréficos como a los mitégenos EGF y FGF2.
Es importante notar que estos cultivos no muestran diferencias significativas, ni en capacidad

proliferativa, ni en expresién de UFC en comparacion con los otros cultivos.

Se ha documentado que tanto la expresién de GFAP como la de nestina son reguladas
positivamente por la sefalizacion de FGF2. La expresién de nestina se ha documentado que es
facilitada a través de la activacién de la via MAPK y ERK por la sefalizacién de FGF2''®, GFAP es
regulada positivamente, de manera candnica, por 2 vias. La primera a través de la activacion de la

118 indirectamente, o a

via JAK/STAT por sefializacién de IL6, al favorecer la expresiéon de RAR @
través de la sefializacién de FGF2%’. En nuestro modelo la expresidn tanto de nestina como de GFAP
aumentaron en el cultivo H2, porcentajes que tuvieron una diferencia significativa en las fracciones
adherentes de los cultivos expuestos al medio NC. Este comportamiento pudiera sugerir que la
exposicion a estas moléculas potencialmente sensibiliza a las poblaciones tempranas un estimulo
posterior. Esta tendencia podria apoyar la evidencia de una regulacion positiva de la expresion de
nestina y de GFAP a través de la sefalizacion con FGF2. Es importante notar que, en contraste con
nuestras observaciones, se ha descrito que en tejidos no neurales la expresion de nestina esta

127 'En este estudio la mayor proporcién de células nestina positivas

asociada a células proliferantes
se encontrd, en todos los cultivos, primordialmente al final del cultivo en las poblaciones
adherentes, no al dia 7 el cudl en términos proliferativos fue el inicio de la escalada en el nimero

celular.

A diferencia de lo observado en el analisis de la expresion de nestina y de GFAP, la expresidén de
MAP2, A2B5 y de los tres receptores no mostraron variaciones significativas a lo largo del cultivo.
MAP2 es una proteina que se utiliza tradicionalmente para identificar a poblaciones neuronales
maduras por lo cual es importante valorar que existe inicialmente una poblacidn, si bien no muy
grande, existente dentro de la poblacién celular inicial. Es importante considerar que esta proteina
aumento su expresion del dia inicial al dia 7 in vitro y mantuvo dicha expresiéon hasta el término del
cultivo de manera equivalente en todos los cultivos. Lo mismo pudo observarse en el caso de A2B5,

no obstante esto ultimo fue un resultado inesperado.
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A2B5 es un anticuerpo desarrollado para identificar epitopes de cerebroganglidsido presentes en el
grupo de células neurales mas primitivas (precursores gliales bipotentes), el cual se considera
restringido a poblaciones de progenitores muy definidas y que dicha marca se pierde conforme se
da el compromiso a linaje y se inicia el transito hacia la diferenciacion terminal **°. Se ha
documentado previamente la expresiéon de A2B5 en células derivadas de SCU a linajes neurales, y
los porcentajes reportados para CMN después de cultivo (8.68% adherentes, 32.43% no
adherentes)® son cercanos a los obtenidos en el presente trabajo sin embargo la presencia de ésta
marca es inusual y la presencia de dicho marcador no ha sido discutida a fondo. Los ganglidsidos son
glicolipidos ricos en carbohidratos, y la presencia de glicolipidos en las membranas celulares es de
gran importancia dado que se ha identificado su participacion en la modulacién de cascadas de
senalizacion asociadas a eventos de activacion y diferenciacion. Los ganglidsidos se dividen en 3

grupos dependiendo del nimero de moléculas de 4cido sidlico asociadas a la cadena principal*®. L

a
serie a y la serie b de ganglidsidos (mono y disialoganglidsidos) se expresan en algunas poblaciones
monociticas™** sin embargo la serie ¢ de gangli6sidos (tri y tetrasialoganglidsidos) se restringe a los

120,122 '\, A2B5 identifica a tetrasialogangliésidos de manera especifica *2>. A pesar

linajes neurales
de la especificidad asociada a los linajes neurales, se ha reportado que células progenitoras de MO
de rata expresan tetrasialogangliosidos, los cuales decaen en expresidon en poblaciones mas
maduras (timocitos y linfocitos maduros). Esta marca también ha sido identificada en la fraccion
adherente de SCU a partir de 5 dias de cultivo en DMEM-F12 y suero™. En ensayos de adicidn
exogena de gangliosidos (serie a y b) a cultivos de células monociticas, se observd que la transicion
a células dendriticas se estanca y se observa un cambio en la morfologia de las células en cultivo,
favoreciendo adherencia y elongacion celulares **!; cambio morfoldgicos similares a los observados
en nuestros cultivos. A pesar de ser modelos distintos y poblaciones celulares distintas la expresion
de morfologias no hematopoyéticas en funcién de estimulos exdgenos podria sugerir una capacidad
de plasticidad morfoldgica en respuesta a los componentes solubles en el medio y la expresidén de
gangliésidos de la serie ¢ como una respuesta fisioldgica al cambio. En la diferenciacién de PN a
neuronas diferenciadas hay cambios metabdlicos que modulan la expresién de gangliésidos'?* sin
embargo este comportamiento y los motivos de éstas variaciones en la expresion de éste tipo de
lipidos no se ha elucidado en células no neurales. Es por este motivo que la expresion de éste

marcador en las poblaciones hematopoyéticas iniciales y su regulacién a través del tiempo en

cultivo podria ser un punto interesante a estudiar posteriormente.

Se ha documentado con anterioridad, en poblaciones hematopoyéticas de MO®, asi como en SCU%,

la expresion de marcadores neurales en concentraciones bajas después de un par o un sélo dia de
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cultivo en presencia de un medio inductor. Chen reporta en CMN de SCU criopreservada que hay
una division en el cultivo de una fraccién adherente y una fraccion no adherente después de un dia
de cultivo en presencia de 10% de SFB, EGF, FGF2, SCF y LIF. El medio adicionado con los factores
tréficos mencionados permitié la expresion de los marcadores A2B5 (8.68%), MAP2 (2.4%), GFAP
(59.35%), TrkB (23.81%) y CD45 (90.85%) en la fraccion adherente, al igual que en la fraccidon no
adherente (A2B5 32.43%, MAP2 0%, GFAP 34.38% y TrkB 36.79%) después de un sélo dia en cultivo.
Dado que la poblacion utilizada por Chen es mucho mas heterogénea que la nuestra no podemos
hacer una comparacidn directa de sus resultados con los nuestros; sin embargo, sirven como apoyo
a nuestros resultados en la expresion de marcadores neurales y de receptores a neurotrofinas
tempranas en el cultivo. En los trabajos de este grupo, la exposicién de células hematopoyéticas a
inductores como EGF, FGF2 y LIF y a moléculas de adhesion favorecen la adquisicion de
caracteristicas novedosas, en particulares de linaje neural. A partir de estas observaciones y de
nuestros resultados se puede proponer que la expresién de caracteristicas neurales no esta
restringida a linajes celulares plasticos como las células mesenquimales **° sino que puede inducirse

en otros grupos de CT, tradicionalmente considerados como mas restringidos.

Es importante notar que, no obstante la expresion diferencial de Nestina en las células adherentes
de los cultivos H2, su aparicion no es indicativo de una adopcién de linajes neuronales ya que este
marcador se ha encontrado en diversos tejidos entre ellos el endotelio y masculo liso %7, Es
necesaria la evaluacidon y expresion complementaria de otros marcadores para sugerir que una

transformacidn o adquisicion del linaje neural se esta llevando a cabo efectivamente.

MORFOLOGIA

Al inicio del cultivo todas las células sembradas tenian la misma morfologia. Las células eran
pequefias, redondas, lisas y en algunos pocos casos con una pequefia proyeccion citoplasmica corta

4128 5e ha descrito en el caso

y gruesa (uropodio), descripcion que es consistente con la literatura
de las CTN, obtenidas de tejido embrionario que éstas son células pequefias, principalmente
redondas pero que pueden presentar pequenas proyecciones129 o, dependiendo del nicho al que
pertenezcan, elongadas (las cuales pueden ser bipolares o monopolares)**’. En las poblaciones
utilizadas dichas morfologias no fueron observadas al inicio del cultivo ni posterior a la primera o

segunda fase.
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Durante los primeros 7 dias en cultivo las células mantienen una morfologia homogénea, célulascon
apariencia uniforme, no adherentes, redondas; sin embargo, en algunos casos fue posible observar
cumulos celulares en suspension. Se ha asociado en otros trabajos que la formacién de clusters o
agrupaciones celulares en protocolos de plasticidad son semejantes a la formacidon de neuroesferas
las cuales contienen PN **. Sin embargo, por observaciones preliminares, al disociar y sembrar

células individuales, ninguna pudo formar cimulos celulares secundarios.

Se ha documentado con anterioridad que la exposicion a moléculas de adhesion®® ejerce una
presion adicional en la determinacién y diferenciacion final. Con esto en mente, el uso de placas
pre tratadas con CC2, un analogo de la poli-I-lisina, buscaba no sdlo la adherencia de las células sino
la induccion a la adopciéon de morfologias adherentes. Conforme transcurrieron los dias en cultivo,
las células se adhieren al fondo de la placa. Al dia 14 in vitro se observan de manera aleatoria y en
numero bajos células adheridas, las cuales en su mayoria tienen morfologia plana y con extension
radial del citoplasma, similares a macréfagos. Al dia 25 in vitro se evalud la morfologia de las células
en cultivo. Se utilizaron clasificaciones morfoldgicas usadas en ensayos de diferenciacion neural a

partir de células hematopoyéticas y mesenquimales’®'®

. Se observaron 3 grupos generales de
morfologias: 1) redondas, 2) dendriticas/monociticas y 3) extendidas. Las células al inicio del cultivo
y por los primeros dias eran en su mayoria redondas o semi ovoides, podian formar cimulos y se
encontraban en suspensién o suavemente asentadas al fondo. El segundo grupo comprende a
células ovoides o a células de citoplasma muy extendido, tipica extension del citoplasma en
morfologia monocitica o de macréfago. Al dia 25 in vitro se pueden observar un tercer grupo de
morfologias en la cual se incluyen células fibroblastoides, mono polares, bipolares o ramificadas
cuya extension es visiblemente mayor que aquellas células “dendriticas” de proyecciones cortas. A
pesar de observar un incremento en las fracciones adherentes de proyecciones largas no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las proporciones de las distintas
poblaciones morfoldgicas al dia 25 in vitro por haber desviaciones muy grandes en el nimero de
células y las morfologias que presentan. Lo que es importante resaltar es el hecho de que en todos
los esquemas de cultivo, se pudieron observar agrupaciones celulares con prolongaciones extensas
o de gran ramificacion, de modo que el estimulo en las placas tratadas, en combinacién con los
medios neurales, promueven la adherencia y la adquisicion de morfologias hematopoyéticas y no

hematopoyéticas por igual (Ver Figura 10) .
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Fig 10. Porcentaje de células en cada grupo de morfologias a los dias 14 y 25 in vitro posterior al
cultivo en medios de cultivo neural.

A) Se grafica el porcentaje de células en cada grupo morfolégico observado en cultivo. En el grupo
superior a la linea punteada se muestran las proporciones de morfologias exhibidas en cada uno de
los cultivos al dia 14 in vitro. En los dos grupos ubicados debajo de la linea punteada se grafican los
cultivos en exposicion a N2 (linea superior) y a Neurocult (linea inferior)

B) Se muestran fotografias de las morfologias observada de acuerdo al grupo de evaluacién utilizado.
Se utiliza como fondo el mismo color utilizado como guia en el grupo A. Gris-células redondas, Verde-
células dendriticas/monociticas, Negro- células extendidas bipolares, con ramificaciones o crestadas.

EXPRESION DE CD45

Como se ha mencionado con anterioridad, la proteia tirosin-cinasa CD45 ha sido utilizado de
manera extensiva como marcador hematopoyético. Existe controversia sobre el origen de la

poblacién capaz de adquirir caracteristicas no hematopoyéticas *'.

Dado que la poblacidn inicial es una poblacion casi exclusivamente CD45+ (97.1%) quisimos evaluar
si la expresidn de éste marcador se mantenia posterior a la exposicién al medio neural y si variaba

con la adquisiciéon de adherencia y modificacién de la morfologia.
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Al evaluar la expresién de CD45 en las fracciones adherentes y no adherentes se observd que las
fracciones adherentes de los expuestos a cualquiera de los dos medios neurales eran CD45+ casi al
100%, sin embargo, fue mas variable en la fraccion no adherente. Esta variabilidad probablemente
se debe al bajo numero celular y a la baja viabilidad de estas poblaciones. En la tabla 9 se muestra el

resumen de los porcentajes relativos de células CD45+ en los cultivos a lo largo del cultivo.

Tabla 9 . Porcentajes relativos de expresion de CD45 en las poblaciones celulares al dia 25 de cultivo. Se
reportan 3 experimentos independientes.

No Adherente Adherente
M1 M2 M3 M1 M2 M3
NC SEM 47.1 ND ND 95.7 97.7 ND
MX 85.9 5.09 89.9 87.4 92.3 91.3
H1 67.7 83.7 ND 96.9 97 83.9
H2 99.3 93.5 ND 96.9 97.5 79
EF 98.7 86.2 ND 97.3 97.8 60.1
N2 SEM ND ND ND 92.3 96.9 66.8
MX 61.8 82.5 93.5 94.9 93.2 94.2
H1 63 ND ND 98.5 96.7 92.9
H2 97.3 79.8 ND 96.8 97.6 77
EF 83 92.2 ND 98.5 97.8 83.9

ND- No determinado. El bajo nimero de células vivas no permitié realizar analisis.

El mantenimiento de la expresion de CD45 en células que adicionalmente son positivas para
marcadores neurales ha sido reportado con anterioridad en ensayos con CMN de SCU expuestas
tanto a un medio de diferenciacion™** como aquellas cuyo Unico estimulo fue la molécula de
adhesién poli-I-lisina para favorecer la adherencia®. Sin embargo, se ha observado que células de

SCU pre tratadas y transplantadas en rebanadas de cerebro pierden la expresion de ésta molécula

89,131

Se ha argumentado que las células capaces de injertar y sobrevivir en tejido en realidad son células
no de linaje hematopoyético. No obstante, Pelosi y colaboradores en 2012'* describieron un
fendmeno contrastante. En un modelo de recapitulacion de endotelio hemogénico por induccién de

células CD34+ de SCU en un medio condicionado de hepatocitos de raton (MH-CM), todas las
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células observadas que se encontraban adheridas a las cajas de cultivo eran CD45-. Sin embargo,
estas mismas células al ser reintroducidas en un medio suplementado con citocinas
hematopoyéticas recuperaban la expresion superficial de CD45 y perdian la morfologia
fibroblastoide. Esta evidencia abona a la teoria de que la expresion de CD45 es regulada de manera
estrecha por el medio y que su presencia o ausencia no es indicativo de una pérdida o ganancia
absoluta de funcionalidad, mas bien es indicativo de que su expresion es contexto-dependiente.
Esta evidencia podria sugerir que la ausencia de células CD45+ en transplantes no necesariamente
es evidencia directa de la muerte o pérdida de las células transplantadas, sino una inhibicion del

marcador inducida por el medio.
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DISCUSION GENERAL

Se ha reportado que en la SCU existen poblaciones celulares capaces de adquirir
caracteristicas de tejidos no sanguineos. Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio han
sugerido que una de las principales poblaciones capaces de llevar a cabo esta diferenciacion es la
poblacidon de CTPH. En diversos protocolos la exposicion de células de SCU a medios disenados para
cultivar y diferenciar PN y células embrionarias es estimulo suficiente para obtener células con
caracteristicas neurales. A pesar de ser exitosos, estos protocolos no hacen una distincion en las
poblaciones celulares utilizadas, el momento en el cultivo que es importante realizar la induccidn, ni
en los factores en el medio que inducen dichos cambios, lo cual se tratd de acotar en el presente

trabajo.

Dadas las caracteristicas del tejido, de los protocolos de obtencién y de las propiedades de la
circulacion fetal, se han reportado multiples poblaciones celulares no hematopoyéticas contenidas
en las muestras de SCU'. Se han encontrado células capaces de diferenciarse a multiples

80,152,133, 134 " antre ellas, poblaciones minoritarias de origen mesenquimal y endotelial *****,

linajes
No obstante, la posibilidad de que la contaminacién con éstas poblaciones sea responsable de los
resultados obtenidos es baja. Se ha reportado que la frecuencia de células estromales
mesenquimales en la fraccion de CMN de SCU es de 0.4x10® % ’® mientras que la frecuencia
reportada de progenitores endoteliales es cercana al 0.01% ?’. Se ha documentado que también
pueden obtenerse PN de la SCU, los cuales son negativos para CD34 y CD45°°, no obstante la
aparicion de éstas poblaciones es tan baja que no hay una estimacion de la frecuencia de aparicion
de éstas poblaciones en la SCU. Dichas poblaciones celulares disminuyen aun mas cuando se
considera que posterior al enriquecimiento inmunomagnético el 97% de las células son CD45+ vy
tanto las células endoteliales (tanto progenitores tempranos como tardios y células maduras) como

78135 |3 eliminacién o

las células estromales mesenquimales y progenitores neurales son CD45-
disminucién de estas poblaciones no hematopoyéticas asegura o refuerza que las células que
adquieren morfologias no convencionales y que expresan marcadores neurales es

fundamentalmente hematopoyética.

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar si la adiciéon temprana de factores neurotroficos a un panel
de citocinas tempranas sensibilizan a las CTPH a potenciar la respuesta a una induccién con medios
de determinacidén neural en un esquema de cultivo en 3 fases. Este esquema de cultivo no es

comparable con los protocolos revisados dado que la induccién de las células de SCU reportadas se
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68,136

centran en el uso de medios de diferenciacion neural determinados o la adicién de

8990 an un esquema de cultivo de una fase o maximo de

suplementos adicionados con neurotrofinas
dos. La eleccidn de este esquema de cultivo surgid de la observacion que células primitivas
cultivadas desde su obtencidon en un medio disefiado para los linajes neurales no sobreviven. Esto

sugiere que las poblaciones primitivas son muy sensibles al contenido tréfico del medio.

En el caso de las CTPH la presencia de un medio rico en citocinas hematopoyéticas es crucial para la
supervivencia y proliferacién celular®, por lo que quisimos evaluar la modificacién del ambiente a
partir de la adicion de moléculas inductoras de linajes neurales. Consideramos que el efecto de las
neurotrofinas de manera temprana en el cultivo podria modular la diferenciaciéon terminal, sin
embargo, se observd que su efecto en la adquisicion de marcadores neurales esta asociado a un

segundo estimulo con un medio de cultivo para células neurales.

Tonge y colaboradores propusieron que la heterogeneidad en la respuesta a un mismo estimulo en
una linea celular de ESC se debia a que cada célula tiene un cierto “ruido” transcripcional de fondo
gue puede llegar a enmascarar el “priming” enddgeno de una poblacion particular y que el estado

198 Esta

de “reaccion” al de “no reaccién” es continuamente modulado por las sefiales ambientales
afirmacién podria extrapolarse en nuestro modelo, de manera muy libre, a un “priming” temprano
por exposicidon a neurotrofinas u otros factores troficos, los cuales como estimulo no son
suficientemente fuertes para evidenciar cambios en la actividad celular de manera inmediata. Pero
pueden aumentar o modificar el “ruido” transcripcional endégeno y asi favorecer una respuesta
ante un estimulo de mayor magnitud; como se observé en el aumento de la expresion de nestina en
la fraccidn adherente del cultivo expuesto a Neurocult y en la expresion de GFAP en las fracciones

adherentes de los cultivos expuestos a Neurocult y a N2. Esta idea tiene que profundizarse mas

adelante.

Se ha argumentado, a partir de estudios en CMN de SCU expuestas a un medio suplementado
Unicamente con SCF, FIt-3 y FGF2, que la recapitulacidon de un estado mas primitivo es mediado por
la expresion no especifica de CD45 para los linajes hematopoyéticos °. Como lo observado en
ensayos de diferenciacion de células mesenquimales a neurales, en los que la eficiencia en la
obtencion de poblaciones celulares adherentes, con morfologias extendidas y positivas para
marcadores neurales depende de la exposicion a diferentes medios de manera secuencial. Y que
estas variaciones en el medio promueven la pérdida de las propiedades intrinsecas a las células

149

mesenquimales para dar paso a las neurales ~. Esto ultimo, sin embargo, no sucede en el linaje

hematopoyético.
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En nuestros cultivos, las células resultantes adquieren morfologias distintivas las cuales no sdlo
concuerdan con las morfologias observadas en CMN de SCU® derivadas a linajes neurales sino con
las morfologias exhibidas por células estromales mesenquimales en los ensayos de plasticidad’® y
las morfologias exhibidas por lineas celulares de glioblastoma y de neuroblastoma diferenciado.
También se observa el aumento en la expresion de nestina, MAP2, A2B5 y GFAP, lo que concuerda
con el aumento en la expresidn reportada en CMN cultivadas en medio con SFB con poli-I-lisina
como Unico inductor *°. Dichos marcadores neurales, adicionalmente, varian su expresion en
funcion de la presencia o ausencia de neurotrofinas y factores tréficos en las primeras etapas del
cultivo. Sin embargo, de manera contrastante a lo planteado en el parrafo anterior, el marcador
hematopoyético CD45 no se pierde y la exposicidon a neurotrofinas no modifica de manera
significativa el contenido de UFC del cultivo, lo que nos mostrd que la expresidn de caracteristicas

neurales no necesariamente se acompafia de la pérdida de la identidad hematopoyética.

A partir de la evaluacidn inicial de cambios morfoldgicos y de la expresion de marcadores neurales
es que se ha hecho la primera suposicion de que la adquisiciéon de linajes no convencionales son

posibles y se ha sugerido que en ciertos casos podrian probar ser funcionales™’

. Es importante
recalcar que la adquisicion de caracteristicas in vitro no es un indicativo directo de una
transformacidn verdadera, sin embargo es una primera aproximacién a la descripcidén de un evento
de plasticidad previamente descartado.

Como se ha discutido con anterioridad, los factores solubles son de crucial importancia para inducir

20,138,139

la adquisicion de caracteristicas y determinacion de los linajes celulares Estos no sélo

permiten la transicion a poblaciones diferenciadas, también pueden inducir la recapitulacion de un

140 141,142

estado mas primitivo ~. En los protocolos de plasticidad se han utilizado neurotrofinas en los
medios de diferenciacion para obtener poblaciones celulares resultantes con modificaciones
morfoldgicas, expresion de marcadores neurales®® y de miRNAs asociados a la diferenciacién
neuronal® y con capacidad de insercién en tejido vivo'**. Sin embargo, se ha documentado también

que las neurotrofinas tienen un rol en la modulacién normal de funciones hematopoyéticas**.

Resulta un tanto paraddjico que las mismas moléculas utilizadas para inducir una diferenciacion no
convencional, de manera pleiotrépica ejerzan una influencia sobre la conducta normal de las células
hematopoyéticas, sin embargo, se ha sugerido que son patrones genéticos comunes los que

146 Existe una hipdtesis que plantea que la capacidad de

permiten generar linajes neurales
diferenciacién bidireccional entre los linajes hematopoyético y neural es resultado de la existencia

de un progenitor comun’®.

56



Es claro que la “induccion” temprana influye en la conducta de células aisladas en cultivo y que de
ninguna manera las citocinas o neurotrofinas como estimulos Unicos podran simular los procesos in
vivo, sin embargo estos ensayos sirven como muestras puntuales de la trascendencia del estimulo

en la decision de diferenciacion.

La plasticidad, si es que existe, en realidad es un evento raro el cual potencialmente esta reservado
para momentos de crisis por lo observado en diversos modelos in vivo. Lo que es notorio es que
existen todavia en el repertorio celular trazas de potencial perdido con la maduracidn, el cual puede
ser promovido e inducido in vitro para la obtencién de células con caracteristicas no
convencionales. No obstante, la regulacion de dichas caracteristicas no necesariamente va de la
mano con un cambio completo en la identidad celular original. La posibilidad de que éstas células

sean funcionales queda como una pregunta por resolver.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que en la SCU existe una poblacion celular CD34+ CD38- Lin-
sensible a neurotrofinas las cuales, a pesar de no modificar de manera significativa las propiedades
hematopoyéticas de proliferacidon, expansion y expresion de CD45, si influyen en la expresiéon de
GFAP posterior a un estimulo tardio en el cultivo con ambos medios neurales y de Nestina en
exposicion a NC en la ultima fase de cultivo. Se observd la separacion al dia 25 de una fraccion
adherente con un alto porcentaje de células positivas para GFAP y nestina, y de una fraccién no

adherente de baja viabilidad y con baja expresion de marcadores neurales.

Las CTPH son células sensibles al estimulo con factores solubles. La exposicion de una poblacién
primitiva a citocinas hematopoyéticas favorece la supervivencia y la proliferacién celular. La
exposicion a citocinas intermedias y tardias favorece el aumento en el nimero celular de manera
significativa en comparacion con los cultivos expuestos Unicamente a citocinas tempranas y a
neurotrofinas. La fase de expansion del cultivo mostré que la exposicion del cultivo a SFB es
importante para el aumento en las poblaciones celulares totales de todos los cultivos. La tercera
fase o fase de determinacién mostro ser un periodo durante el cual hay una caida drastica en los

numeros celulares totales en todos los cultivos, resultando en un nimero final equivalente al inicial.

Las neurotrofinas no tienen un efecto significativo en la proliferacién celular, ni de manera
individual ni en combinacidn. Sin embargo, el efecto de la exposicion a neurotrofinas y a los factores
tréficos EGF y FGF2 en el cultivo H2 repercute en la expresion diferencial de los marcadores

neurales en la fraccion adherente al dia 25.

Las CTPH cultivadas en un medio libre de suero, Unicamente en exposicion a factores troficos
mantienen una morfologia linfocitica principalmente. Posterior a la exposicién a SFB y a una placa
recubierta con la molécula adhesiva CC2, una proporcidon celular pequefia comienza a adherirse.

Dicha adherencia se dispara después de la exposicidon a los medios de cultivo neurales, favoreciendo
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no soélo la adhesion a la placa, sino la adopcién de morfologias tanto convencionales
(macrofagos/células  dendriticas) como no  convencionales (células  bipolares/células

extendidas/células ramificadas).

Observamos que en la poblacién enriquecida en células CD34+ CD38- Lin- existen células en
porcentajes bajos que expresan marcadores neurales, los cuales son regulados positivamente en la

condicion H2 en exposicion tardia a NC en la fraccion de células adherentes.

Finalmente, el medio de diferenciacion y los componentes de éste son en realidad una de las
variables mas importantes en los protocolos de diferenciacion. Ambos medios neurales
favorecieron la adhesién y adquisicion de morfologias no convencionales para los linajes
hematopoyéticos. Ambos medios favorecieron la expresién de GFAP de manera significativa en la
fraccién adherente de los cultivos H2, sin embargo, Neurocult mostré ser mas eficiente en la

induccidn de células Nestina positivas en esta misma poblacién.
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