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3. RESUMEN.

El Imatinib y el Dasatinib (farmacos que se desarrollaron para inhibir la actividad de la
cinasa Bcr-Abl) también inhiben a la cinasa del receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y al epidérmico (EGF). EIl receptor de PDGF y el de EGF
regulan la proliferacion de las células troncales/estromales mesenquimales (MSC, por sus
siglas en inglés), las cuales participan en la homeostasis 6sea.

El Imatinib y el Dasatinib inhiben la proliferacion e incrementan la diferenciacion
osteogénica y adipogénica de las MSC, pero no esta claro el mecanismo por el cual tienen
este efecto. La inhibicion exclusiva del receptor de PDGF no restablece el efecto
encontrado al wutilizar Imatinib, lo que sugiere que este farmaco inhibe a cinasas
adicionales.

En este trabajo se plante6 conocer si dos de las vias que regulan la proliferacion en las
MSC como el receptor de PDGF y el de EGF, tienen efecto en su diferenciacion hacia los
linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico. También conocer si este efecto puede
ser abatido por el Imatinib y el Dasatinib y si existen diferencias entre los farmacos. Para
ello se examino el efecto del PDGF y el EGF en la proliferacion y diferenciacion de las
células troncales mesenquimales normales (MSC-N) en cultivos in vitro, asi como el
efecto de Imatinib y Dasatinib en cultivos con suero fetal bovino y en cultivos libre de
suero. Para conocer si los farmacos inhiben vias adicionales utilizamos una clona de la
linea celular HS5, la cual no expresa estos receptores (HS5 PDGFR-/EGFR-).

En este estudio se reportd que el Imatinib y el Dasatinib inhibieron la proliferacion de las
MSC-N e incrementaron su diferenciacién hacia el linaje osteogénico, adipogénico y
condrogénico. El PDGF y el EGF incrementaron la proliferacion de las MSC-N y tanto el
Imatinib como el Dasatinib fueron capaces de abatir dicho efecto. ElI Imatinib inhibi6 la
proliferacion de las MSC-N a traves de la inhibicion del efecto del PDGF y EGF
Unicamente, mientras que Dasatinib fue capaz de inhibir estos efectos y se sugiere que
también por otras vias adicionales, debido a que inhibi6 la proliferacion de HS5 PDGFR-
/EGFR-. En un cultivo libre de suero, el PDGF y el EGF no tuvo un efecto directo en la
diferenciacion adipogénica y condrogénica de las MSC-N. En cambio el PDGF inhibio la
expresion de osteocalcina (en la etapa tardia del cultivo osteogénico) y el Imatinib y el
Dasatinib contrarrestaron este efecto. Sin embargo, la inhibicion exclusiva del efecto del
PDGF (por los farmacos) no incremento la diferenciacion osteogénica; lo que sugiere que
el Imatinib y el Dasatinib inhiben otros factores adicionales. EI EGF no tuvo un efecto
directo en la diferenciacion osteogénica.

Este es el primer estudio que reporta que el Imatinib y el Dasatinib tienen un efecto sobre
la diferenciacion condrogénica de las MSC-N; también asocia la inhibicion del efecto de
PDGF y EGF por ambos farmacos en la proliferaciéon de MSC-N y por ultimo se compara
el efecto de ambos farmacos en la proliferacion y diferenciacion de las MSC-N. Debido a
qgue el Imatinib tiene un efecto mayor en incrementar la osteogénesis serd necesario
realizar estudios clinicos que permitan conocer si el Imatinib tiene ventaja en pacientes
con osteoporosis senil.
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4. ABSTRACT.

Imatinib and Dasatinib (drugs that were developed to inhibit the kinase activity of Bcr-
Abl) can also inhibit platelet derived growth factor receptor (PDGF) and epidermal
growth factor receptor (EGF). These receptors promote proliferation of mesenchymal
stem/stromal cells (MSC) that are involved in bone homeostasis.

Imatinib and Dasatinib inhibit proliferation and increase osteogenic and adipogenic
differentiation of MSC, but we do not know by which pathway. A PDGF receptor
inhibitor does not recapitulate Imatinib effects; suggesting that the drug inhibits
additional kinases.

We compared the effect of Imatinib and Dasatinib on the proliferation, differentiation and
their inhibition in two main proliferation pathways (PDGF and EGF receptor) in MSC on
in vitro cultures in presence or absence of bovine fetal serum. To determine if the drugs
inhibit additional pathways we use a clone of the cell line HS5, which does not express
these receptors (HS5 PDGFR-/EGFR-).

Here, we report that Imatinib and Dasatinib inhibit the proliferation of normal bone
marrow mesenchymal stem/stromal cells (MSC-N) by inhibiting PDGFR and EGFR.
Dasatinib also inhibits additional pathways that need to be characterized. Both drugs
promote osteogénesis, adipogénesis and chondrogenesis but at different levels, Imatinib
is a better increaser of osteogénesis and Dasatinib of adipogénesis. Our study suggests
that PDGR and EGFR do not have a direct role on the differentiation of MSC-N.

This is the first result which reports that Imatinib and Dasatinib increases the
chondrogenic differentiation on MSC-N, and that explores the participation of PDGFR
and EGFR pathways and to compare the effect of both drugs. Imatinib and Dasatinib
inhibit Bcr-Abl efficiently, but our study showed that they have different effects on the
MSC-N, so it will be necessary to conduct clinical studies that reveal if Imatinib has
advantages in patients with senile osteoporosis.
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5. INTRODUCCION.

5.1. Las células troncales.

En los estudios del desarrollo embrionario se identificaron que diferentes especies desde
nematodos hasta el ser humano son originados a partir de una célula (1, 2). Esta célula se
denomina célula totipotencial (zigoto) ya que tiene la capacidad de originar a todos los
grupos celulares que compone al embridn asi como a los tejidos extraembrionarios. Las
celulas troncales pluripotenciales tienen un potencial mas restringido ya que sdlo
originan a las células del embrién y por Gltimo las células troncales multipotenciales que

originan al tipo celular de acuerdo a la capa embrionaria que pertenecen (3).

En la mayoria de los tejidos existen poblaciones intermedias, que estan en el intervalo de
las celulas troncales hasta las células diferenciadas, las cuales se denominan células
progenitoras. Estas células tienen dentro sus funciones la de incrementar el nimero de
células diferenciadas para mantener el requerimiento celular. Por lo anterior, no debe
confundirse la definicion entre una célula progenitora y una célula troncal. Para
esclarecer las diferencias se amplia su descripcidn considerando no s6lo su potencial de
diferenciacion sino ademas sus criterios funcionales. Una célula troncal es una célula
inmadura, no diferenciada con una capacidad de dividirse y originar al menos una de sus
dos descendientes a una célula troncal (proceso denominado auto-renovacion) y ademas

tener la capacidad de originar a diversos tipos celulares de acuerdo a su jerarquia (4).

De las células troncales multipotenciales se pueden citar ejemplos como las células
troncales hematopoyéticas, las cuales son células que dan origen a todo el estirpe de
célula sanguineas; las células troncales neurales son aquellas que originan a las neuronas,
los astrocitos y a los oligodendrocitos, y las células troncales mesenquimales son células

que dan origen a hueso, cartilago y tejido adiposo (4).

5.2.Las celulas troncales mesenquimales.

Las células troncales/estromales mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) son
componentes del estroma de la médula Osea y tienen el potencial de dar origen a tejido

conjuntivo. Los trabajos realizados por Friedenstein y Owen demostraron que trasplantes
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heteropicos de células estromales de médula 6sea de cobayo y de conejo dieron origen a
hueso y cartilago (26, 27). Posteriormente se realizaron estudios en regeneracion de
tejido y cultivos in vitro para evaluar la capacidad de las MSC para dar origen a maltiples
tipos de células estromales como los adipocitos, los tendoncitos, las células del musculo
y el hueso. Debido a su potencial de dar origen a multiples tipos celulares Caplan acufi6

el término para denominar a este tipo celular como células troncales mesenquimales (7).

El hecho es que la poblacion de MSC de médula désea es heterogénea. Pittenger y cols.,
han observado in vitro que clonas de MSC tienen la capacidad de originar a tres linajes
como los osteoblastos, los adipocitos y los condrocitos, mientras que otras clonas sélo
dan origen a los osteoblastos, o bien hacia dos linajes en donde prevalecen los
osteoblastos (8). Adicionalmente se han obtenido a las MSC a partir de diferentes
antigenos. El primer anticuerpo que se utilizé fue dirigido al STRO-1 (9), posteriormente
se comenzaron a emplear anticuerpos contra el Thy-1(CD90), el CD44, el CD146, el
receptor de NGF, el CD140b, hacia el receptor de EGF, hacia el receptor de insulina-1, el
CD105, el CD73 y el CD200 (10).

Debido a la identificaciéon de mualtiples antigenos celulares en las MSC y a la falta de
procedimientos homogéneos para aislar a esta poblacion, la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT, por sus siglas en inglés) postulé en 2006 algunos criterios
minimos para su seleccién. 1) La propiedad de adherirse al plastico de los frascos de
cultivo, 2) La expresién de los antigenos de superficie CD90, CD73 y CD105; vy la
ausencia de los antigenos hematopoyéticos CD45, CD34, CD14, CD11b, CD19, CD79a y
HLA-DR y 3) La capacidad de diferenciarse in vitro, en presencia de medios inductores

de la diferenciacion hacia los osteoblastos, los adipocitos y los condrocitos.

5.2.1.0steoblastos.
Son células derivadas de las MSC. Adicional a los estudios de Friedenstein y Owen,

Kadiyala y cols., demostraron que el trasplante heterdpico de las MSC obtenidas de la
médula Gsea canina, dieron origen a hueso y cartilago (11, 26, 27). En cultivos in vitro,
los osteoblastos se identifican por una morfologia cuboides (Figura 1A); por la expresion
de factores de transcripcion como RUNX2 y OSX que regulan genes como el de la
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fosfatasa alcalina (ALP), colagena tipo I, osteopontina (OPN), sialoproteina de hueso
(BSP) y osteocalcina (OCN) (12); también por la presencia de la fosfatasa alcalina (capaz
de hidrolizar el p-nitrofenol fosfato) y por forman matriz extracelular y depoésitos de calcio

positivos a la tincion rolo alizarina y von Kossa.

En cultivos in vitro la proteina morfogénica de hueso (BMP) y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) regulan la expresion de marcadores osteogénicos de las MSC
inducidas a la diferenciacion osteogénica (osteogénesis). La BMP induce la activacién de
ERK/MAPK o PI3K/Akt y estos a RUNX2 y OSX y rio abajo la expresion de ALP (13-15).
Por el contrario el PDGF actia como un regulador negativo de la diferenciacion
osteogénica. En cultivos osteogénicos de lineas celulares, cultivos primarios murinos o de
MSC humano se observé que la presencia del PDGF inhibe la expresion de la ALP, la OCN

y calcio en estos tipos celulares (16-18).

A
Osteoblasto
B
Adipocito
Figura 1- Células derivadas de la diferenciacién in
vitro de las células troncales mesenquimales. Las
MSC son diferenciadas en presencia de medio inductor
C para dar origen a diferentes linajes como A. Célula
osteogénica expresando fosfatasa alcalina. B. Célula
Condrocito adipogénica con vacuolas lipidicas tefiidos con rojo

oleoso. C. Conglomerado de células condrogénicas
expresando proteoglicanos tefiidos con azul alciano.

En la medula 6sea, los osteoblastos tienen un rol importante en la generacién de células
sanguineas. En estudios in vivo los osteoblastos tienen una asociacion espacial estrecha
con las células troncales hematopoyéticas (HSC), y la ausencia de estas células provoca
una drastica disminucién de progenitores y de HSC. Debido a esto, se reconoci6 que los

osteoblastos es el nicho endosteal de las HSC. El nicho, es un lugar especifico que
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ademas de retener a las HSC, regula su fisiologia y le confiere proteccion de sefiales de
maduracion o proliferacién (19).

5.2.2.Adipocitos.
En cultivos in vitro los adipocitos son células que derivan de las MSC (Figura 1B). El

contenido lipidico de un adipocito es casi el 95% de su peso celular; por lo que
almacena una gran cantidad de acidos grasos como los triglicéridos, los esteres de
colesterol, la leptina, la adiponectina y la lipoproteina. La cantidad de lipido progresa
conforme a su maduracion. Estudios en microscopia electronica revelaron que
adipocitos derivados de tejido graso de cerdo contienen multioculares al dia cero,
mientras que al dia 3 incrementa de 2 a 9 gotas grandes lipidicas en el centro, con la
presencia de gotas mas pequefias en la periferia. De tal manera, que al dia 9 se observo

la presencia de vacuolas unioculares cada vez méas grandes (20).

La generacion de nuevos adipocitos (adipogénesis) es imprescindible ya que previene
los adipocitos hipertrofiados, los de insulina-resistentes, asi como la deposicién de
adipocitos en el masculo, el pancreas y el higado (21). En cultivos in vitro se relaciono
que la adipogénesis derivada de las MSC depende de hormonas pro-adipogénicas

(insulina) y anti-adipogénicas (PDGF) asi como del arresto del ciclo celular (22).

En la adipogénesis derivada de las MSC est&n presentes factores de transcripcion como
el SREBP1 (proteina de union 1 al elemento de respuesta del esterol), la C/EMPa
(proteina de wunion al enhancer CAAT), el PPAR (receptor activado-peroxisoma
proliferador), ademas de los genes relacionados con la maduracion de los adipocitos: la
adiponectina, la proteina de union de adipocito (aP2), la sintasa de acidos grasos (FAS)
y la lipoproteina lipasa (LPL) (21, 22).

5.2.3.Condrocitos.
Los condrocitos derivan de las MSC (Figura 1C) (27, 32). Son células que forman al

cartilago y producen matriz extracelular como colagena tipo Il y IX, ademas de

proteoglicanos que constituyen el 95 % del tejido. La formacidén de cartilago es
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imprescindible para el proceso de la osificacion endocondreal en la formacion de hueso.
Durante el proceso de formacion de cartilago (condrogénesis) se observa 3 etapas morfo-
genéticas y 5 para la osificacion endocondral. Este proceso fue descrito Yamashita y
cols., en un modelo de diferenciacion condrogénica a partir de células troncales

embrionarias de raton (23).

1) Condensacion de células. En esta etapa se forman esferas celulares, debido a la
participacion de los factores de crecimiento de la familia de TGF.

2) Cambios morfoldgicos celulares acompafiado por la expresion de factores de
transcripcion como SOX9 los cuales, inducen la expresion de colagena tipo 11y
por lo tanto la diferenciacion condrogeénica (24).

3) Sintesis y deposicion de la matriz extracelular.

4) y 5) son procesos que involucran a la hipertrofia y degradacion del

condrocito y posterior remplazo por hueso (23).

En la condrogénesis participan SOX9 y PDGF para incrementar la expresion de colagena
tipo 1l (24-26). EI PDGF tiene como efecto inhibir la hipertrofia del condrocito e
incrementar la sintesis de colagena, de los proteoglicanos y de las integrinas en estadios
tempranos de la diferenciacion de células derivadas de fémur de caninos (26). Por otro
lado, Lin Jim y cols., evaluaron la correlacidon de la expresion del mRNA de SOX9 con la
colagena tipo Il en embriones de raton (en estadio 8.5 d.p.c) (24) y Ataliotis evalud la
relacion que tiene la expresion de mRNA del receptor de PDGF y su ligando en el
desarrollo de extremidades en embriones de pollo (E27-30) y que éstas células ex vivo en
presencia de medio inductor condrogénico, expresan proteoglicanos positivos a azul
alciano (25). De la misma manera, la via de Wnt-B-catenina es requerida en la etapa de

maduracion y proliferacién de condrocitos (27).

5.3. La importancia de las celulas troncales mesenquimales en la Medicina.

Las MSC tienen una participacion en distintas areas de la biomedicina y su interrelacién
entre estas ciencias. La Hematologia fue la primera area en donde se reconocio la

participacion de las MSC regulando la produccién de células sanguineas a través de su
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progenie: osteoblastos y adipocitos. En la Reumatologia y Traumatologia tienen gran
relevancia al ser reguladores centrales de la osteogénesis. Contribuyen a la formacion
O0sea generando osteoblastos y osteocitos, asi como indirectamente al regular la
produccién y activacion de los osteoclastos en el proceso de reabsorcion oésea.
Recientemente se encontr6 que contribuyen en la regulacién de la respuesta inmune,
siendo ahora parte del complejo campo de la Inmunologia. Las MSC inhiben la activacion
de los linfocitos B, T, células NK y dendriticas, y favorecen la produccion de linfocitos T

citotoxicos.

Las MSC han sido exitosamente trasplantadas y son parte de ensayos clinicos para probar
su utilidad como coadyuvantes en el trasplante de medula 6sea con el fin de mejorar el
injerto y disminuir la enfermedad injerto contra huésped; asi como para enfermedades no
hematologicas al lograr que in vitro estas células originen a células no medulares como

las neuronas, los cardiomiocitos y el endotelio (19).

5.4.La importancia de las MSC en la remodelacion ésea.

Como se mencion6 anteriormente, el papel de las MSC en disciplinas como la
Reumatologia y Traumatologia tienen gran relevancia al ser reguladores centrales de la
osteogénesis debido a que contribuyen a la formacidén 6sea generando osteoblastos y
osteocitos y de forma indirecta ya que regulan la produccion y activacion de los

osteoclastos en el proceso de reabsorcion 6sea (19).

En el proceso de la remodelacion 6sea, el hueso se forma y se reabsorbe. La reabsorcion
del hueso la realizan los osteoclastos (parte del componente hematopoyético) y la
formacion de éste la realizan los osteoblastos. En cultivos in vitro se observd que la
activacion de los osteoclastos son regulados por los osteoblastos a través de la
seflalizacion del receptor activador del factor nuclear kappa-B ligando (RANKL) y
osteoprogeterina (OPG) (28).

Las MSC dan origen a los osteoblastos y condrocitos los cuales son tipos de células que
participan en la osificacién endocondral. La mayoria de los huesos, incluyendo los largos

donde esta presente la actividad hematopoyética, son formados por osificacion
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endocondral. En la primera etapa, el condrocito prolifera en direccién unidireccional
hasta formar columnas paralelas, después estas células se vuelven hipertroficas y mueren.
Durante este tiempo, se produce matriz extracelular y produccion de factores solubles
como el factor de crecimiento vascular-endotelial, el cual promueve la llegada de
componentes hematopoyéticos que se diferencian hacia osteoclastos. La participacién de
éstas células es la de degradar la matriz extracelular y condrocitos hipertroficos; para que
después sean remplazados por osteoblastos y finalmente osteocitos (29) y formen el

hueso.

Una vez formado el hueso, éste participa en el soporte de érganos suaves y del sistema
nervioso central, en la liberacion de calcio para el metabolismo, y en la regulacion de la

hematopoyesis.

5.5. La participacion de receptores en la proliferaciéon y la diferenciacion de las
MSC.

Las MSC expresan receptores de factores de crecimiento que regulan su proliferacion.
Simmons y cols., demostraron en cultivos libres de suero que las MSC tienen una
dependencia absoluta del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y del factor
de crecimiento epidérmico (EGF) para proliferar (9). Por otro lado, el uso de antagonistas
y modelos ex vivo de un ratdn condicionado para el receptor de PDGF, han demostrado el
requerimiento del receptor de PDGF para el crecimiento de células estromales (14, 77,
78, 83).

En la diferenciacion el PDGF actia como inhibidor de la adipogénesis y de la
osteogénesis. En lineas celulares estromales de raton y en las MSC derivadas médula 6sea
humana en presencia de medio inductor de la diferenciacion y del PDGF, la expresién de
calcio disminuye (39, 73) asi como inhibe la expresidn de moléculas adipogénicas como
SREBP1, C/EBPa, PPAR, adiponectina y aP2 (22). En las células pluripotentes inducidas
humanas y de raton existe la dependencia de PDGF, TGF y BMP para la diferenciacién
condrogénica y en las MSC el PDGF regula desde los estadios tempranos, y TGF en los
estadios de maduracion (45, 79-81).
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5.6. Las cinasas de tirosina.

En el humano existen 58 cinasas de tirosina (cuya funcion es la de incorporar y transferir
grupos fosfato a partir del adenosin trifosfato (ATP) a residuos de tirosinas en proteinas

sustrato) que pertenecen a receptores y 32 itinerantes o no asociadas a receptores (54).

Para que se lleve a cabo la fosforilacién se requiere de la presencia de una cinasa de
tirosina, del ATP y una proteina sustrato con residuos de tirosina, la cual va ser
fosforilada. La cinasa de tirosina hidroliza el grupo fosfato y-terminal del ATP y lo
transfiere hacia los grupos hidroxilo de un residuo de tirosina localizado en la proteina
sustrato (55) (Figura 2).

En condiciones normales, las cinasas de tirosina regulan las vias de sefializacion como la
proliferacion, la diferenciaciéon, la apoptosis, la migracidon, la comunicacion y el
metabolismo celular. Las alteraciones en la funcionalidad de éstas cinasas como la
activacion autécrina y el incremento de la expresion de los receptores con actividad

cinasa estan involucrados en el desarrollo del cancer (56,57).

A Tirosina Cinasa B Tirosina Cinasa
Sitio de union del ATP Sitio de union del ATP
.=~ ATP binding site Ty _"ATPbinding site T
e Dok o\ HeN S . HoN
—— - > - ' T g r /=N
ATP L) N . ADP T
O~ O o) [ R4 / - 0] 0 7

L - MfsX s AN \ &, AN
NH; 5. 0-PY5 P 0P 0O N / 0 H-O—P—0—Py-0— N’

I 5 \ I \ | \
H—(i —CHZ_@ 0(0 0 o] O anr Ho)l\‘:/\@ 1 O O O
i N T\ — A T (-

Fosfotirosina

Figura 2. Transferencia del grupo fosfato del ATP por la cinasa de tirosina a un residuo de tirosina de una proteina
sustrato. A. EI ATP se une al sitio de activacion de la cinasa de tirosina (azul). Esta produce un reacomodo en los electrones
entre el magnesio (Mg*?) y el oxigeno del grupo fosfato del ATP. Dicho reacomodo promueve el rompimiento del grupo
fosfato entre el beta y el gamma (de derecha a izquierda de los fosfatos de ATP). B. Transferencia del grupo fosfato gamma
del ATP al residuo de tirosina (fosfotirosina) de una proteina sustrato.
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5.7. Receptores con dominio de cinasa de tirosina.

Los receptores de cinasa de tirosina (RTK) se clasifican en 20 sub-familias de acuerdo a
la similitud del dominio cinasa. La estructura general de un RTK incluye una regién
extracelular, transmembranal, juxtamembranal y citopldsmica. La region extracelular esta
compuesta por dominios que puede ser de tipo inmunoglobulinas, ricos en prolinas,
lisinas, leucinas o de fibronectina (Figura 3B); la region trasmembranal es una cadena
alfa simple que atraviesa la membrana celular; y la region citoplasmatica, la cual incluye
el dominio cinasa asi como la region juxtamembranal que junto al carboxilo terminal
regulan la actividad de los RTK (58).

Dentro de la sub-familia de los RTK se encuentran los receptores del factor de
crecimiento epidérmico (ErbB/HER/EGF), el receptor de insulina (IR), el receptor del
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el receptor del factor de crecimiento
endotelio vascular (VEGF), el receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), la
proteina cinasa de tirosina 7 (PTK7), el receptor del factor de crecimiento de nervios
(Trk/NGF) (Figura 3A), por mencionar algunos.

Existe una activacion general para los RTK. En estudios de cristalografia de la regién
extracelular de estos receptores se observo que el acoplamiento del ligando induce un
cambio en su conformacion. Por ejemplo, el c-KIT/SCFR (receptor del factor de células
troncales) contiene 5 dominios extracelulares del tipo inmonoglobulina (DI-DV), su
ligando se une a cada lado del receptor entre los dominios DI-IIl. Después los dominios
DIV y DV sufren una re-orientacion y posteriormente la dimerizacion del receptor (59).
Esta dimerizacion provoca la fosforilacién en forma de trans en los residuos de tirosina,
en el asa de activacion, en la regidon juxtamembranal y en la region c-terminal del
dominio cinasa. De esta manera la fosforilacion del receptor induce la activacion del

receptor (58).

Los RTK participan activamente en la reparacidon de tejidos y en la homeostasis celular.
Por lo que alteraciones en su expresion o regulacidn, estdn relacionadas con varias
enfermedades. Los receptores del EGF y del PDGF son expresados por células epiteliales

y mesenquimales, respectivamente. Estos han recibido una mayor atencion en el area
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clinica y farmacoldgica debido su alteracion estd asociada a el cancer, la fibrosis y el
asma (60).
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Figura 3. Familia de receptores con dominio cinasa de tirosina. Clasificacion de los RTK de acuerdo a su similitud en el
dominio cinasa. A. El dominio cinasa esta representado por rectdngulos rojos (continuos o segmentados) en la regién
intracelular. L. ligando, respectivo de cada receptor. M. Miembros de la familia del receptor. B. La region extracelular es
representada por las acotaciones, segun el tipo dominio que corresponde a cada receptor (58).

5.8. El receptor de PDGF.

El ligando del receptor de PDGF fue purificado en 1981 por Heldin y cols., (37) el cual
fue considerado como un potente mitégeno (estimulador de la division celular) de las

células de tejido conjuntivo como el de musculo liso y de fibroblastos (32). Actualmente
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se reconocen cuatro isoformas: A, B, C y D. Las isoformas A y B son expresadas por
diversos tipos celulares como las endoteliales, las epiteliales y las hematopoyéticas y en
tejidos embrionarios (Cuadro 1). La isoforma C es expresada por los cardiomiocitos, los
hepatocitos, las nefronas, asi como por las células del pancreas y de ovario (38).
Finalmente, la isoforma D es expresada por las células endoteliales y los fibroblastos de
la adventicia (39).

Cuadro 1. Expresion de PDGF en diferentes tipos celulares y tejidos.

Célula humana Proteina mRNA
PDGF-A PDGF-B
Células de tejido conectivo
Fibroblastos de dermis + + -
Del higado que almacenas grasa + + +
Masangiales + + +
De aorta femoral + + -
Células del epitelio/endotelio
Renales + + +
Vena umbilical + + +
De las venas + + +
De la cornea + + +
Keratinocitos + + +
Células de la islas pancreaticas + + ND
Pleura ND + ND
Células hematopoyéticas
Monocitos alveolares + ND +
Monocitos activados + + +
Plaquetas y megacariocitos + + +
Tejido
Rifidn + + ND
Higado ND + ND
Pulmoén ND + ND
Musculo ND + ND
Pancreas + + ND
Placenta
Primer trimestre + ND +
Segundo trimestre ND + +
Tercer trimestre + + ND
Tiroides ND + ND
Testis ND + ND

(39). ND. No determinado.
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Existe dos tipos del receptor de PDGF: el tipo alfa y el beta. Estos forman combinaciones
en homo o heterodimeros. Esta combinacion va a depender del tipo celular y a la

presencia de uno o ambos tipos del receptor (Cuadro 2).

Cuadro 2. Presencia de receptor de PDGF alfa y beta en células de tejido conectivo.

Receptor de PDGF

Tipo de célula

alfa beta

Fibroblastos + +
Macrofagos +
Células Leydig + +
Células endoteliales sinusoidales del higado +

Pericitos +
Células endoteliales de capilares +
Células mesangiales del rifidn + +
Células Itoh (higado) +
Células epiteliales mamarias +
Células del epitelio pigmentario (retina) + +
Células mieloides hematopoyéticas +
Mioblastos +
Células musculares lisas + +
Plaquetas/megacariocitos +

Células T +
Células Schwann + +
Atrocitos +

Neuronas + +

(37).

La estructura general del receptor de PDGF consta de los siguientes componentes:

. Region extramembranal. Contiene 5 dominios tipo inmunoglobulina (DI — DV). El
DIl y el DIII interaccionan con el ligando (40) el cual es especifico del tipo de
receptor de PDGF. Esta interaccion depende de al menos tres aspectos: 1) La
constante de disociacion con el ligando (41), 2) Del tipo de receptor que se
encuentre en la célula y 3) De acuerdo a la secuencia complementaria con las
cargas del receptor (40). Es decir, la isoforma BB tiene mayor afinidad que AB y
DD sobre el receptor de PDGF beta-beta, mientras que la isoforma AA, BB y CC se
une al receptor tipo alfa-alfa (38). Sin embargo el receptor también puede formar
heterodimeros y entonces la activacién de éste depende de la presencia de las
isoformas del ligando: BB, AB, CC y DD (42).
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Regidn transmembranal y juxta-membranal. Desde 1993 se sabe que la regién
juxta-memebranal participa en la fosforilacién de las cinasas gracias a los estudios
de Seijiro Mori y cols., quienes aislaron de ceélulas endoteliales la region
juxtamembranal (entre los residuos 568-597) y encontraron residuos de tirosina
fosforilados (Tyr579, Tyr581 y Tyr589) (43). Después se comprobd en ensayos de
mutacion dirigida, que la regidon juxta-membranal regula la activacién de proteinas
como c-Src y STAT en la transduccion de sefiales de manera independiente a través

de las tirosinas fosforiladas (43,44).

Dominio cinasa. Despues de la dimerizacion del receptor (homo o heterodimérica)
cada uno de los mondmeros es fosforilado por un proceso denominado trans-
fosforilacion (que consiste en la fosforilacion de los residuos de tirosina de cada
lado de mondmero del receptor, en forma de trans). La fosforilacién por parte de
una tirosina en particular (en el dominio cinasa) es la responsable de reclutar
sustratos como STAT, PI3K, Src, PLC gamma (Figura 2) (43-45). De esta manera
se lleva a cabo la activacion de diversas funciones celulares, tales como la

proliferacion, la diferenciacion, la migracion, la apoptosis, la reorganizacion de la

actina, etc.
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Figura 4. Region intracelular del receptor de PDGF.
Sitios de reconocimiento de proteinas tirosina cinasa en la

Y 1000 region juxta-membranal y el dominio cinasa. Modificado

Y1021 g PLCg de Mori y cols., 1993.
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5.9. El receptor de EGF.

En 1962 Cohen y cols., aislaron el ligando del receptor de EGF a partir de glandulas
maxilares de raton. Posteriormente, este mismo autor inyectd el extracto a ratones recién
nacidos y observo la apertura precoz de o0jos y erupcion de dientes (46). Para 1975 ya se
habia logrado purificar y secuenciar el EGF humano, del que se observd su capacidad

para estimular la proliferacidn de fibroblastos humanos y células epiteliales de pollo (47).

El receptor de EGF es miembro de la familia de proteinas ERBB o HER (1 al 4) y tiene
una estrecha homologia con el oncogén del virus de eritroblastoma (v-erbB). Las
proteinas HER fueron descritas en células del carcinoma epidérmico y de ratones adultos.
La fosforilacion del receptor se ha observado en piel, musculo esquelético y en 6rganos

internos durante la embriogénesis (47).
La estructura general del receptor de EGF consta de los siguientes componentes:

. Region extramembranal. Esta regidon contiene 4 dominios (DI-DIV) de los cuales
dos son ricos en cisteina y dos en lisina. EI DI y el DIII tienen afinidad con el
ligando. Una vez que el ligando se aproxima a la regioén extramembranal produce
una conformacién denominada “atadura”. Posteriormente el DIl de cada mondmero
provoca directamente la dimerizacién del receptor (48). Sin embargo, no solo
dimeros de EGF sino también otros ligandos como neuregulina (Cuadro 3) pueden

activar de manera especifica al receptor de EGF (49).

Cuadro 3. Activacion del receptor de EGF por diferentes tipos de ligandos.

RECEPTOR LIGANDOS
ErbB1/HER1 EGF
TGF-a
Amfiregulina
Epiregulina

Unién de Heparina parecido EGF
Beta-celulina

ErbB2/HER2/c-Neu Desconocido
ErbB3/HER3 Neuregulina
ErbB4/HER4 Neuregulina

Epiregulina

Union a EGF-Heparina
Beta-celulina

(49).
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e Regién trasmembranal y juxta-membranal. Esta region contiene aproximadamente
30 residuos de aminoacidos que ejercen una carga positiva. Estos residuos son los
responsables de hacer contacto con las cargas negativas de los lipidos de la
membrana, de tal manera que la interaccion electroestatica formada regula la

actividad del sitio catalitico (50).

. Dominio cinasa. La regulacion del dominio cinasa en el receptor de EGF es
producido por una configuracion asimétrica que depende de la fosforilacién del asa
de activacién en sitio catalitico (51). En estudios de mutacion donde se inhibid la
interaccidon entre C-terminal y el asa de activacion en el dominio cinasa se perdid

la regulacion de la activacion del receptor de EGF (52, 53).

5.9.1. Transduccion de sefiales de los receptores de PDGF y del EGF.

Después de la dimerizacion del receptor continda una serie de sefalizaciones
intracelulares como la fosforilacion de proteinas, el reconocimiento y acoplamiento de
grupos de proteinas a través de dominio SH2, etc. Adicionalmente se requiere de la
adaptacion de segundos mensajeros a los receptores para la formacion de complejos entre
receptores fosforilados y las moléculas que inician la sefializacion. Algunos ejemplos
son: PI3K-Akt, PLC gamma-PKC, Src-FAK y Ras-MAPK (Figura 5).
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Figura 5. Transduccion de sefiales activadas por el receptor de PDGF y del EGF. La dimerizacion del receptor de
PDGF (verde y amarillo) o EGF (rosa) activa la via de sefializacion mostrada en los recuadros respectivamente con el mismo
color, o cuando la via es activada por ambos receptores (verde/rosa) Modificado de Yang vy col., 2008, KEGG pathway,
Tokunaga 2008.

6. ANTECEDENTES.
6.1. Imatinib.

El Imatinib es un farmaco que se desarrollé en 1990 por el bioquimico Nicholas Lydon
(investigador de Novartis), Charles Sawyers (investigador del Instituto de Medicina
Howard) y el onc6logo Brian Druker (de la Universidad de Ciencia y Salud de Oregon).
Este fue obtenido por disefio racional (tecnologia que tiene como objetivo la basqueda de
compuestos con base a la complementariedad de la estructura y las cargas parciales o
netas sobre la molécula con la que va a interactuar) en el cual se obtuvo una molécula
denominada 2-fenilaminopirimidina que después se le adicion6 grupos de metilacion y
grupos bencénicos. EIl resultado de estas modificaciones dieron origen a la forma que

ahora se conoce como el Mesilato de Imatinib (61).

El Imatinib fue desarrollado para inhibir la onco-proteina Bcr-Abl (62) (es una cinasa que
deriva de la union entre Bcr del cromosoma 9q y Abl del cromosoma 22q) la cual es

responsable de transformar a las células hematopoyéticas y causar la Leucemia Mieloide

30



Cronica (LMC) (51, 52). En la LMC, el tratamiento del Imatinib es utilizado para inhibir
el sitio de unidon del ATP de Bcr-Abl (64) y de esta manera se evita su activacion y la

transduccion de sefiales (65).

En casos particulares, los pacientes con LMC que presentan al Bcr-Abl son intolerantes o
resistentes al momento de recibir por primera vez el farmaco (denominada resistencia
primaria), mientras que otros desarrollan la resistencia después del tratamiento con el
Imatinib (resistencia secundaria) (66). Algunos mecanismos de resistencia al farmaco
son: 1) El incremento de la amplificacion gendmica de Bcr-Abl, 2) Las mutaciones
puntuales en sitios de reconocimiento e interaccion con el Imatinib y 3) El incremento en
la expresidn de transportadores de la familia ABC como el ABCB1y ABCG2 (67).

Debido a las mutaciones en Bcr-Abl y la intolerancia que causa a las minimas dosis
administradas (25 mg/dia) (62) el tratamiento con el Imatinib no es efectivo, por lo que se

desarroll6 un farmaco de nueva generacién para contrarrestar estos efectos.

6.2. Dasatinib.

El Dasatinib es un farmaco con inhibicion dual hacia Bcr-Abl y c-Src, el cual es
administrado en pacientes resistentes o intolerantes al Imatinib. En estudios in vitro el
Dasatinib es capaz de inhibir 14 isoformas mutadas de Bcr-Abl de las 15 que tienen
resistencia al Imatinib, con la excepcién de T3151 (57, 58).

6.3. El Imatinib y el Dasatinib, inhibidores de multiples cinasas.

Elisabeth Buchdunger y cols., observaron que el Imatinib ademas de tener como blanco a
Bcr-Abl también inhibe la via del receptor de PDGF (61) y a la cinasa del receptor c-Kit
(70). En estudios de inhibicion de actividades enzimaticas se identificaron méas blancos
del Imatinib. Por otra parte el Dasatinib no solo inhibe a las misma cinasa que el
Imatinib, adicionalmente es capaz de inhibir a un nimero mayor de cinasas de receptores
(Cuadro 4).
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El hecho de que se identificaran otros blancos del Imatinib y el Dasatinib provocé que su
se ampliara su administracion hacia patologias donde esta alterada una de las cinasas
blanco de estos farmacos. Algunos ejemplos de estas patologias son en el glioblastoma
(71), cancer de pulmon (72) y de mama, fibrosis, artritis y asma, los cuales tienen

relacién con la alteracién en el receptor de EGF y PDGF (60).

Cuadro 4. Blancos del Imatinib y el Dasatinib.

Cinasa Imatinib IC50(pM) Dasatinib IC50(nM)
Bcr-Abl 0.02 1.0

Src ND 0.50

c-Kit 0.41 28.0

EGFR >100 180

PDGFR 0.38 28.0

FGFR 31.2 880

IGFR >10 >50000
VEGFR 10.7 2000

EphR ND 25.0

ND: no determinado. Modificado de Chang y cols., 2008; Deininger y cols., 2005 vy
Lombardo y cols., 2004 (73-75).

Después del tratamiento con el Imatinib y el Dasatinib se observo algunos efectos
secunadarios que involucran alteraciones en el metabolismo de lipidos y en la
homeostasis 6sea. En pacientes tratados con el Imatinib se observé que incrementan los
niveles de adiponectina en el plasma (76). La alteracion en la homeostasis 6sea en
pacientes adultos se relacion6 con el incremento en el nimero de trabéculas en la médula
0sea e incremento del hueso cortical, asi mismo esto correlaciona con la variacion en
plasma de OPG/RANK, las cuales participan en la reabsorcion ésea (39, 66, 67) después
del tratamiento con el Imatinib o el Dasatinib; por otro lado en pacientes pediatricos se
ha observado que después del tratamiento con el Imatinib disminuyd el valor percentil de
la talla (medida de crecimiento en individuos pediatricos) e incrementd los niveles de

calcio y fosfato en suero y el calcio en orina (79).

Con el fin de explicar los efectos secundarios obtenidos después del tratamiento con el

Imatinib y el Dasatinib, diversos grupos de investigadores realizaron estudios in vitro en
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las MSC (cultivandolas en medios de induccion osteogénico y adipogénico) en presencia
de los farmacos. Las MSC derivadas de los pacientes con LMC no expresan Bcr-Abl (80)
no obstante el Imatinib y el Dasatinib (a concentraciones que estan en el intervalo de las
reportadas en plasma en estos pacientes) afectan la proliferacion de las MSC (30, 31, 81,
82) y su potencial para diferenciarse hacia el linaje osteogénico y adipogénico. Las
células estromales murinas, las MSC normales y de pacientes con LMC en presencia de
los farmacos incrementaron la expresion de genes osteogénicos (18,30,81,83-85) y
adipogénicos, asi como las proteinas relacionadas con el respectivo tipo celular (18, 31,
76, 86).

El hecho de que las MSC son afectadas por el Imatinib y el Dasatinib, sugiere que estos

farmacos inhiben a cinasas de receptores que participan en su funcionalidad.

En cuanto al mecanismo por el cual el Imatinib afecta la diferenciacion, O’Sullivan vy
cols., asi como Fitter y cols., observaron una correlacion entre la presencia del Imatinib y
la inhibicion del receptor de PDGF en cultivos de las MSC inducidas a la diferenciacion
osteogénica y adipogénica (65, 73). Sin embargo, al utilizar un antagonista del receptor
de PDGF (en ausencia del Imatinib) se observd una inhibicidn en la proliferacion, pero
ningun efecto en la diferenciacion (87). Ya que la inhibicidn exclusiva del receptor de
PDGF no restablece el efecto del Imatinib, sugiere que el Imatinib inhibe a cinasas de
otros receptores (adicionalmente a la del receptor de PDGF) como podria ser el receptor
del EGF.

Hasta ahora, no existe evidencia sobre el mecanismo por el cual el Dasatinib afecta la
proliferacion y la diferenciacion adipogénica de las MSC. Tampoco se ha explorado el
efecto que tiene el Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion condrogénica en estas
células, lo cual seria importante debido a que existen estudios clinicos en pacientes
pediatricos en donde se administran estos farmacos, en los cuales se verian més afectados

si existe un efecto secundario relacionado con la homeostasis 6sea.

Aln no esta claro si el Imatinib es capaz de inhibir s6lo al receptor de PDGF o si el
Dasatinib afecta a las MSC por ésta 0 mas vias; asi como si existe alguna diferencia entre
sus capacidades de inhibicion, debido a que tienen diferentes afinidades hacia las cinasas

de los receptores. Por lo que el presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto del
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Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion condrogénica, asi como evaluar si éstos son
capaces de abatir el efecto del PDGF y el EGF en la proliferaciéon y la diferenciacion de

las MSC normales.

7. OBJETIVO.
7.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto in vitro del Imatinib y el Dasatinib en la proliferacion y diferenciacién
de las células troncales mesenquimales de médula 6sea normal y el mecanismo por el cual

los farmacos tienen este efecto.

7.2. Objetivos especificos.

e Comparar el efecto del Imatinib y el Dasatinib en la proliferacion de MSC de
meédula 6sea normal.

e Comparar el efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacién osteogénica,
adipogénica y condrogénica de las MSC de médula 6sea normal.

e Evaluar si el efecto del Imatinib y el Dasatinib en las MSC de médula 6sea normal

es dependiente de la inhibicion del receptor de PDGF y EGF.

8. MATERIALES Y METODOS.

8.1. Obtencidn de médula ésea de individuos hematoldégicamente sanos.

Se obtuvieron 4 muestras bajo consentimiento informado, de pacientes candidatos a
cirugia ortopédica en el Hospital Regional No. 2 Villa Coapa del Instituto Mexicano del
Seguro Social. Estos pacientes tuvieron un diagnostico hematoldgico normal por lo que
fueron sometidos a cirugia para instalar una prétesis de cadera. De esta zona, el
reumatologo realizé un raspado de la cabeza del fémur con el fin de ajustar la propia
protesis. El raspado del fémur se coloc6 en medio RPMI estéril suplementado con 3% de
suero fetal bovino mas heparina como anticoagulante, y posteriormente fue transportado
al hospital Centro Médico Nacional Siglo XXI, Hospital de Oncologia en condiciones de

refrigeracion (utilizando geles refrigerantes).
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La toma de dichas muestras no representd ningun riesgo para los pacientes ya que fueron
obtenidas del tejido que el cirujano elimina como parte del procedimiento de ajuste de la
protesis al hueso. Cabe mencionar que todo este procedimiento se realizé de acuerdo a los
lineamientos institucionales aprobados por la comisién de ética del Hospital General
Regional No. 2. Villa Coapa del IMSS y con el previo consentimiento informado del
paciente y en estricto apego a la declaracion de Helsinki, el cédigo de Nuremberg vy al
reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion.

8.2 Obtencidn de celulas adherentes para la caracterizacion.
La obtencion de células estromales/mesenquimales adherentes se llevo a cabo en el

Laboratorio de Células Troncales Leucémicas, dirigido por la Dra. Antonieta Chavez
Gonzalez. A continuacidn se describe el proceso que se utiliz6. EI tejido se lavd 4 veces
con 5 mL de buffer de fosfatos (PBS 1X, pH 7.4, GIBCO). En cada ocasion se agitd por
20 segundos (utilizando un vértex) y se tomaron los sobrenadantes donde cada uno fue
colectado en un tubo cénico estéril. Estos se centrifugaron a 1, 200 rpm durante 8 min y
el resultado fue la obtencion de tres fases formadas el plasma en la parte superior, las
células blancas en medio y las células rojas en el fondo. Se tom6 1mL aproximadamente
de células blancas y se transfirio a un tubo conico para ser re-suspendidas en 2 voliumenes
de PBS 1x estéril (Cuadro 5).

En otro tubo conico estéril, se adicion6 el volumen de ficoll-paque (GE Health) de
acuerdo al volumen de la muestra (Cuadro 5). Sobre éste se adicionaron las células
blancas, teniendo el cuidado de no mezclar las células con el ficoll. Para la separacion
por gradiente el tubo anterior se centrifugé a 400 g durante 30 min (BELCKMAN
COULTER). De lo anterior se consiguié la formacion de tres capas la superior se
encuentra el PBS, en la parte media las células mononucleares y en la inferior estan los
granulocitos y eritrocitos. Se recuper6 en un tubo colnico estéril la capa media
(denominada mononucleares) y posteriormente se lavo con 3mL de PBS 1x estéril y se
recuper6 el botén celular centrifugando a 1, 200 rpm durante 8 min. Se retird el
sobrenadante y se adicion6 un volumen conocido de DMEM bajo en glucosa,
suplementado con suero fetal bovino. Posteriormente se contaron las células con solucidn
de turck y con azul de tripano 0.4 % (GIBCO).
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Cuadro 5. Relacion de volumen de ficoll con volumen de muestra para la separacién de
componentes celulares por gradiente de densidad.

Volumen de la muestra PBS 1x Ficoll-Paque Tipo de tubo
1mL 2mL 5mL 15 mL
2mL 4 mL 5mL 15mL
5mL 10 mL 1mL 50 mL
10 mL 20 mL 15mL 50 mL

8.3. Expansion de células adherentes para la caracterizacion.
A partir de las células mononucleares (obtenidas en el punto 8.2) se sembraron 200x10°

de éstas células en cajas de plastico para cultivo celular de 200mm x 20mm (FALCON)
con 10 mL de medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %. Todos
los cultivos celulares se llevaron a cabo a 37° C en atmdsfera humeda y con 5 % de CO.,.
Después de 24 horas se realiz6 el cambio de medio y se conservé en cultivo a las células
adheridas al plastico. Se realizaron cambios de medio semanalmente, manteniendo las

condiciones de cultivo mencionadas.

Transcurrido el tiempo de 1 semana y media aproximadamente, las células llegaron a
confluencia de un 80 % de la superficie del plastico y se cosecharon con Tripsina/ EDTA
0.05% (GIBCO). Al cultivo se le adicionaron 5 mL de tripsina/0.05 % de EDTA y se
incub6 durante 5-8 min a 37° C hasta observar bajo un microscopio invertido que las
células se hayan desprendido del plastico. Pasado el tiempo, se adicionaron 500 uL de
SFB y se recuperd la suspensidn celular y se transfirié a un tubo de 15 mL estéril,
etiquetado con el folio correspondiente. Después se adicionaron 5 mL de PBS a la caja de
cultivo, con el fin de recuperar las células remanentes y se transfirieron al tubo anterior.
La suspension celular se centrifugé a 1, 200 rpm durante 8 min y después se desecho el
sobrenadante. Se adicioné un volumen conocido de DMEM y se conté el niumero de
células con azul de tripano al 0.4 % (GIBCO).

Al cultivo anterior se le domina RO, de resiembra cero. Se continua el mismo

procedimiento para la R1 en la cual se sembraron de 80-100x10° de células provenientes
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de la RO. Estas se incuban hasta obtener la confluencia de 80 % y posteriormente se

cosechan y asi consecutivamente hasta obtener una siembra de R2.

De la RO y R1 se obtienen células para crio preservar en nitrégeno liquido, las cuales
estdn en un vehiculo con 10 % de DMSO/ 50 % de SFB/DMEM con antibiotico

(Penicilina/Streptomicina 10u/mL).

El procedimiento de crio preservacion incluyd obtener un rango de entre 3x10° a 1x10°
celulas estromales/mesenquimales a congelar. Para ello se prepard el vehiculo (100 uL de
DMSO, SIGMA; 500 uL de SFB, GIBCO) en un tubo crio vial de 2 mL previamente
etiquetado con el folio, densidad celular y fecha del procedimiento. El vial se incubé
durante 15 min a 4° C y después se adicionaron las células contenidas en 400uL de medio
DMEM. Para almacenar las células, el crio vial se conservé por dos horas en un
contenedor de temperatura controlada (NALGEN) y se congelé a -70° C. Al cabo de 2

horas y no mas de una semana los viales se depositaron en el tanque de nitrégeno liquido.

8.4. Caracterizacion de células troncales mesenquimales por inmunofenotipo.
A partir de las celulas adherentes en R2 se realiz6 la evaluacion de inmunofenotipo con el

objetivo de reconocer la presencia de marcadores caracteristicos de las MSC: CD90,
CD73, CD105 y ausencia de marcadores hematopoyéticos como CD45 y CD14. Para esto
se utilizé un panel que incluye anticuerpos conjugados con isotiocianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE) o aloficocianina (APC). CD73-PE (BECTON-DICKINSON) co-
expresado con CD90-APC (CALTAG), CD105-PE (CALTAG); ademas de la evaluacion
de CD14-PE, y CD45-APC (ambos CALTAG) para descartar la presencia de células
hematopoyéticas, también se evalu6 la expresion de CD140b-PE (BECTON-DICKINSON)
y EGFR-APC (R&D).

100, 000 células fueron incubadas en tubos separados con los siguientes anticuerpos Tubo
1. CD73 PE y CD90 APC (1:50uL cada uno), Tubo 2. CD105 FITC (1:50 uL), Tubo 3.
CD14 PE (1:50 uL) y CD45 APC (1:50uL), Tubo 4. CD140b PE (1:50uL) y Tubo 5. EGFR
APC (5:50 uL) en buffer PBS1x/ImM de EDTA/ 2 % de SFB durante 20 min a
temperatura ambiente y protegidos de la luz. Trascurrido el tiempo se adicionaron 250 uL

de 10 % de solucién fijadora (BD FACS) a cada tubo y se incubaron a temperatura
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ambiente durante 10 minutos. Transcurrido el tiempo se adicion6 1 mL de PBS1x y se
centrifugdé a 2, 500 rpm durante 5 min para recuperar el boton celular. Por ultimo, se
adicionaron 300uL de PBS1x, en el cual se conservaron a 4° C hasta su analisis. En cada
paso se agitd con vortex a durante 3-5 segundos. Para retirar el sobrenadante, se decanto

la solucion.

Para el andlisis de los antigenos se utiliz6 el citometro Facs Calibur (BECTON.
DICKINSON) considerando 10,000 eventos y posteriormente los datos obtenidos de

intensidad de fluorescencia se analizaron en el Software FlowJo.

8.5. Diferenciacion de las MSC-N.

8.5.1. Diferenciacion osteogénica.
Para caracterizar la capacidad de diferenciacion de las MSC-N hacia osteoblastos se

utilizaron las células provenientes de la R2. Se sembraron 5, 000 células/cm? en placas de
48 pozos (FALCON) en medio DMEM suplementado con SFB y se incub6 en condiciones
de cultivo celular por 24 horas. Cumplido el tiempo se les realizé6 cambio con medio de
inducciéon osteogénico y con DMEM suplementado para el control negativo. Se
mantuvieron las condiciones de cultivo por 14 dias o 21 dias realizando cambios de medio
por semana. La positividad se revel6 mediante la actividad de la fosfatasa alcalina, para
la caracterizacion y el andlisis semi-cuantitativo (Software Image J) de transcritos de

genes de la diferenciacién osteogénica: RUNX2 y OCN.

En los experimentos disefiados para evaluar el efecto de 2.5 uM del Imatinib y 50 nM del
Dasatinib sobre el PDGF y el EGF se utiliz6 DMEM suplementado con sustituto de suero
para el control, medio osteogénico suplementado con sustituto de suero para el control
positivo y para los tratamientos el medio inductor en presencia del rhPDGF-BB o el

rhEGF (ambos PEPROTECH) solos y en conjunto con el Imatinib o el Dasatinib.

Medio osteogénico Base DMEM/ 10 % de SFB o bien 20 % de sustituto de suero/ 0.1 uM
de Dexametasona (SIGMA)/ 50 pg/mL de Ac. Ascorbico (SIGMA)/ 50 upg/mL de
Ascorbato 2-fosfato (SIGMA) / 10 uM de beta-glicerofosfato (SIGMA).
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8.5.1.1.Tincidn cito-enzimatica de la actividad de la fosfatasa alcalina.
Se retiré el medio de cultivo y posteriormente se afiadieron 300uL de metanol frio

durante 5 minutos y se incub6 a -20° C. Transcurrido el tiempo, las células se lavaron con
ImL de agua desionizada, posteriormente se retiré el sobrenadante y se afiadié 44 mg/mL
del FAST BCIP/NBGT (SIGMA) y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. El
sustrato hidrolizado por la enzima fosfatasa alcalina-osteogénica es de color amarillo
claro en suspension, mientras que la positividad se observa en la célula con una
coloracion morada en el citosol. Se retir6 el sobrenadante y se afiadieron 500 uL de agua
desionizada. Las células se montaron con solucion Super Mount (BIOGENEX) para
finalmente observar las células bajo al microscopio invertido (OLYMPUS) e identificar

aquellas células positivas y negativas a la reaccion.

8.5.2. Diferenciacién adipogénica.
A partir de las células provenientes de la R2 se sembraron 10, 000 células/cm? en placas

de 48 pozos (FALCON) en medio DMEM suplementado con SFB y se incub6 en
condiciones de cultivo celular por 24 horas. Al dia siguiente se realiz6 cambio de medio
con induccién adipogénico y con DMEM suplementado para el control negativo. Se
mantuvieron las condiciones de cultivo durante 14 dias con cambios de medio por semana
y al trascurrir el tiempo la positividad se revel6 mediante la tincidn citoquimica de rojo
oleoso, por el andlisis semi-cuantitativo (Software Image J) de transcritos de genes de la
diferenciacion adipogénica: PPARg y LPL y por el analisis de imagen de células positivas

al rojo oleoso evaluado por intensidad de pixeles (APERIO, Software ScanScope).

En los experimentos disefiados para evaluar el efecto de 2.5 uM del Imatinib y 50 nM del
Dasatinib sobre el PDGF y el EGF se utiliz6 DMEM suplementado con sustituto de suero
para el control, medio adipogénico suplementado con sustituto de suero para el control
positivo y medio inductor en presencia del rhPDGF-BB o el rhEGF (ambos PEPROTECH)

solos y en conjunto con el Imatinib o el Dasatinib.

Medio adipogénico Base DMEM/ 10 % de SFB o bien 20 % de sustituto de suero/ 1.0 uM
de Dexametasona (SIGMA)/ 10 upM de Insulina (INVITROGEN); 200 mM de
Indometacina (SIGMA)/ 0.5 mM de Isobutilmetil-xantanina (SIGMA).
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8.5.2.1.Tincidn citoquimica de las vacuolas lipidicas con rojo oleoso.
Se retird el medio de cultivo y después de adicionaron 300 uL de formaldehido al 4 %

durante 3 min, después se retir6 el sobrenadante y se adicionaron 300 uL de propilen
glicol absoluto durante 10 min. Pasado el tiempo, se retird el sobrenadante y se afiadieron
300uL del reactivo de rojo oleoso filtrado y se incub6 a 60° C durante 30 min.
Transcurrido el tiempo se retird el exceso de colorante y después se adicionaron 300 uL
de propilen glicol 85 % por 3 min. Por ultimo las células se lavaron con agua destilada y
se contra-tifieron con 300 uL del reactivo de hematoxilina de Harris (GOLDEN BELL),
durante 10 minutos, posteriormente se retir0 el exceso de colorante y se realizo
nuevamente un lavado. Finalmente las células se montaron con solucion de montar Super
Mount (BIOGENEX) y la tincidn se observd bajo al microscopio invertido (OLYMPUS)
para identificar aquellas células positivas y negativas a la reaccion. Se consideran células
adipogénicas positivas aquellas que presentan la aparicion de una coloracion rojo

brillante en las vacuolas lipidicas que fueron afines por el rojo oleoso.

8.5.3. Diferenciacién condrogénica.
Para caracterizar la capacidad de diferenciacion de las MSC-N hacia condrocitos se

utilizaron las células provenientes de la R2. Para ello se obtuvo mediante centrifugacién a
1, 800 rpm por 8 min un botén de 80, 000 células, a éste se le adicionaron 5 uL de DMEM
suplementado con SFB y se sembrd en forma de gota en placas de 48 pozos (FALCON),
para después ser cultivadas en condiciones de cultivo celular por 2 horas. Transcurrido
este tiempo se adicionaron 500 uL de medio de induccion condrogénico y 10 ng/mL de
TGFb-3 y para el control negativo DMEM suplementado con SFB. El cultivo se llevo a
cabo durante 14 dias realizando cambios de medio por semana de manera muy cuidadosa
para evitar el desprendimiento del conglomerado celular que se formd. Transcurrido el
tiempo se corrobord la diferenciacion condrogénica mediante la tincion de azul alciano, la

cual indica la formacién de proteoglicanos.

Para evaluar el efecto de 2.5 uM del Imatinib y 50 nM del Dasatinib en la diferenciacién
de las MSC-N hacia condrocitos se utilizaron 250, 000 células provenientes de la R2-R3
suspendidas en medio DMEM suplementado con SFB, las cuales se adicionaron en un
tubo conico de 15 mL. Después se concentro un botdn celular mediante centrifugacion a

40



2, 500 rpm por 5 min Después se concentrd un boton celular mediante centrifugacion a 2,
500 rpm por 5 min. Se retird el exceso de medio y se adicionaron 500 uL de PBS 1x
estéril, después se centrifugd nuevamente a las rpm indicadas y posteriormente se retird
el sobrenadante. Se adicionaron 500 uL de medio de induccién condrogénico y 10 ng/mL
de TGFb-3 y para el control negativo las células se sembraron en monocapa en medio
DMEM suplementado con SFB. EIl cultivo se llevo a cabo durante 28 dias realizando
cambios de medio de una vez a la semana de manera muy cuidadosa para evitar el
desprendimiento del conglomerado celular (micromasas) que se formo. La positividad de
la diferenciacidon se revel6 mediante el analisis semi-cuantitativo (Software Image J) de
transcritos de genes de la diferenciacion: SOX9 y ACAN y por la tincion de tricromico de
Masson.

En los experimentos disefiados para evaluar el efecto de 2.5 uM del Imatinib y 50 nM del
Dasatinib sobre el PDGF y el EGF, se utilizo0 DMEM suplementado con SFB para el
control, medio condrogénico suplementado para el control positivo y medio inductor mas
la presencia del rhPDGF-BB o el rhEGF (ambos PEPROTECH) solos y en conjunto con el

Imatinib o el Dasatinib.

Medio Condrogénico. Base DMEM/ 10 % de SFB/ 100 nM de Dexametasona (SIGMA)/
50 uM de Ascorbato 2-fosfato/ 100 pug/mL de Piruvato de sodio (SIGMA)/ 40 pug/mL de
Prolina (SIGMA)/ 0.5 ug/mL de Selenito de sodio (SIGMA), 0.55 mg/mL de Transferrina
(SIGMA), 470 pg/mL de Acido linoléico (SIGMA), 1 mg/mL de Insulina (SIGMA), 50
ng/mL de BSA (SIGMA).

8.5.3.1.Inclusién en parafina de micromasas.
De las células diferenciadas a condrocitos se fijaron durante 2 horas con 4 % de

paraformaldheido y posteriormente se deshidrataron con el siguiente tren de
concentracion de alcoholes: 70 %, 80 %, 90 % y absoluto durante 30 minutos cada uno.
Posteriormente éstas se pasaron a Xxilol y se incubaron por el mismo periodo hasta que se
obtuvo una micromasa clara. Después se incluyeron en parafina de las cuales se

realizaron cortes de 4um para realizar un microarreglo.
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8.5.3.2.Tincidn citoquimica de tricromico de Masson.

A partir de cortes de 4um la muestra se desparafin6 a 60° C toda la noche y
posteriormente se realizo la tincion. Se realizé un tren de hidratacion (Xilol, alcohol
absoluto, alcohol al 96 %, al 70 %, se hidraté en agua de la llave y posteriormente en
agua destilada durante 1 min). Se incubd durante 12 horas en soluciéon Bowin (solucién de
40 % de acido picrico saturada/formalina / 50 % de acido acético glacial). Transcurrido el
tiempo se realizé un lavado con agua corriente durante 3 min para quitar el exceso de la
solucion (amarilla). Después se tifid con hematoxilina férrica de Weigerts (filtrada: 1 %
de hematoxilina en alcohol etilico/ 29 % de cloruro férrico/ 2 % de acido clorhidrico)
durante 15 min. Se realizaron lavados con agua corriente y posteriormente con agua
destilada. Posteriormente se tifid con solucion de escarlata de Brebrich-fusina (1 % de
escarlata de Bebrich/ 1 % de fucsina &cida/ 1 % de &cido acético glacial) durante 10 min,
y se realizaron lavados con agua destilada. Después se tifié con una solucidon de Masson
(5 % de acido fosfomolibdico/ 5 % de acido fosfotungsténico) durante 5-7 min. Se
contra-tifid con solucion de anilina (2.5 % de azul de anilina/ 2% de &cido acético
glacial). Se realizaron lavados con agua destilada y por ultimo se aclara con 1 % de agua
acética y se monto en resina. La positividad de la diferenciacién se revel6 con la tincion

en color azul en las fibras de colagena.

8.5.3.3.Tinci6n citoquimica de proteoglicanos con azul alciano.

Las celulas se fijaron con 300 uL de 4 % de formaldehido y se incubaron durante 10 min
a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se adicionaron 300 uL del reactivo azul
alciano (filtrado) y se incubd durante 30 min. Posterior al tiempo se realiz6 un lavado con
1 mL de agua destilada. Para montar se adicionaron 2 gotas de la solucion Super Mount
(BIOGENEX). Finalmente la placa fue observada bajo el microscopio para analizar la
positividad de la diferenciacion condrogénica, para lo cual se considerd al observar el

conglomerado celular y la aparicidén de una coloracion azul en el mismo.
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8.6. Obtencidon de una clona de la linea HS5 negativa para el receptor de PDGF y
EGF.

De la linea HS5 (parental) se realizé una dilucion limitante en placas de 96 pozos
(FALCON) con el fin de obtener una célula por pozo. Se adicionaron 500 uL de RPMI
suplementado con 10 % de SFB para después ser cultivadas en condiciones de cultivo
celular durante 1 semana, posteriormente se realizé cambio de medio. Después de obtener
una confluencia de 30-50% de la superficie de la placa de cultivo, las clonas fueron
cosechadas y transferidas a placas de 6 pozos (FALCON) hasta obtener una confluencia
del 50-80 %. A partir de las células obtenidas del cultivo anterior se evalud por
citometria la expresién de antigenos de MSC y asi como la expresion de CD140b (el
receptor de PDGF) y del receptor de EGF.

8.7. Proliferacion de MSC-N y de HS5 PDGFR-/EGFR-.
La proliferacion se evalud por conteo celular de las células excluyentes al azul de tripano

al 0.4 %. Se sembraron 1,300 células de MSC-N en R2 o0 R3 y de la clona HS5 PDGFR-
/IEGFR- en placas de cultivo de 24 pozos (FALCON) en medio DMEM o RPMI
suplementado con 10 % de SFB durante toda la noche en condiciones de cultivo.
Posteriormente el medio fue cambiado por 1 mL de medio suplementado con SFB para el
control y medio suplementado en presencia del Imatinib o el Dasatinib a las
concentraciones mencionados en los graficos. El cultivo se mantuvo durante 14 dias con
cambios de medio cada 7 dias respectivamente para cada tratamiento. Se utiliz6 DMEM
para el cultivo de MSC-N y RPMI para la linea HS5.

En los experimentos disefiados para evaluar el efecto de 2.5 uM del Imatinib y 50 nM del
Dasatinib sobre el rhPDGF-BB y el rhEGF se utilizo6 DMEM o RPMI suplementado con
20% de sustituto de suero para el control y medio suplementado en presencia del

rhPDGF-BB o el rhEGF solos y en conjunto con el Imatinib o el Dasatinib.

8.8. Ensayo de TUNEL.
La apoptosis se evalué en las MSC-N y en la linea HS5 PDGFR-/EGFR- en presencia del

Imatinib y el Dasatinib. Se sembraron 1,300 células/cm? por duplicado en placas de 6
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pozos (FALCON) y después fueron cultivadas en medio DMEM o RPMI suplementado
con SFB durante toda la noche en condiciones de cultivo. Transcurrido el tiempo se
realiz6 cambio de medio por medio suplementado para el control, medio libre de suero
para el control positivo y medio suplementado conteniendo 2.5 uM del Imatinib o 50 nM
del Dasatinib realizando cambios de medio semanalmente. Posteriormente las células
fueron cosechadas (al dia 9 y 14) y goteadas mediante un cito-espin en laminillas
conteniendo 10,000 células en 50 uL. Para la fijacion, se utiliz6 4 % de formaldehido frio
durante 20 min, después se realiz6 dos lavados con PBS1x para después recuperar el
antigeno con una solucion de 0.01M de citrato de sodio a 90° C durante 15 min. Después
se realizaron 2 lavados con PBS1x y se desactivd la peroxidasa enddgena con una
solucion 9:1 metanol: 30 % de peroxido de hidrogeno durante 10 min. Se continu6 con las
recomendaciones hechas por el fabricante para la deteccidn in situ de la apoptosis por un
kit para TUNEL (ROCHE). Se contaron 200 células por tratamiento y se cuantifico el por

ciento de células positivas a TUNEL.

8.9. Actividad del Imatinib y el Dasatinib sobre la linea K562 Bcr-Abl positiva.
Se evalud la capacidad de los farmacos en inhibir la proliferaciéon de K562. Para ello, se

sembraron 10, 000 células por triplicado en placas de cultivo de 6 pozos (FALCON)
durante toda la noche en medio RPMI suplementado con 10% de SFB en condiciones de
cultivo. Después el medio fue cambiado por RPMI suplementado para el control y RPMI
suplementado en presencia de 2.5 uM del Imatinib o de 50 nM del Dasatinib durante 48
horas. La proliferacidon celular se evalud por el niumero de células excluyentes al azul de

tripano 0.4 %.

8.10. Extraccion de RNA total mediante tiocianato de guanidina/cloroformo.
A partir de los cultivos de diferenciacidon se obtuvo el RNA total. Se retiré el medio de

cultivo y se adicionaron 700 uL de trizol (GE HEALTHCARE) para lisar las células. Se
recuper6 el volumen en un tubo de 1.5 mL estéril. Posteriormente se adicionaron 200 uL
de cloroformo (SIGMA-ALDRICH) y se agito el tubo, después se incubo por 10 min en
refrigeracion. Posteriormente se centrifugé a 12, 500 rpm durante 15 min a 4° C y al

término del tiempo, el resultado fue la obtencidn de tres fases: arriba la fase inorganica
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donde se encuentra el RNA, y dos fases organicas media y final donde se encuentra el
DNA vy las proteinas. La fase inorganica se transfiri6 a un tubo de 1.5 mL, teniendo
cuidado de no romper la interfase. Posteriormente se adicionaron 500 uL de alcohol iso-
propilico frio absoluto (MEYER) y se incub6 a -20° C toda la noche. Al dia siguiente se
precipito el RNA centrifugando a 12,000 rpm durante 10 min a 4° C. Transcurrido el
tiempo se desecho el sobrenadante y se adicion6 1 mL de alcohol etilico (MEYER) frio
al 75% para lavar la pastilla de RNA. Se recuperd la pastilla centrifugando a 7,500 rpm
durante 5 min. Se desecho el sobrenadante y se dejo secar la pastilla. El RNA se hidratd
con 30 uL de agua tratada con dietilpirocarbonato, DEPC. A continuacidn se realizaron
alicuotas y se cuantifico el RNA realizando mediciones por duplicado en un
espectrofotometro UV (Nanodrop, THERMO SCIENTIFIC).

8.11. Sintesis de cDNA.

La sintesis de cDNA se realizé a partir de 1 ng de RNA total en 10uL del RT buffer mix/
1 uL de la enzima MultiScribe™ MuLV, RT enzima mix (LIFE TECHNOLOGIES)
completando un volumen de la reaccion de 20 uL. EI volumen de reaccion se completo
con agua tratada con DEPC. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador de tapa
caliente (BIORAD) a 37° C por 60 min, seguido de 95° C durante 5 min para desactivar la

enzima.

8.12. RT-PCR semicuantitativa de genes de diferenciacién osteogénica, adipogénica
y condrogénica.

A partir del cDNA sintetizado se tom6 1 uL y se adicion6 al siguiente mix: 4 uL (1.5 mM
de MgCl,;, 1x PCR buffer, 10 mM cada uno de los dNTPs, 1U de Taq platium
(INVITROGEN), 1 uL de cada oligo: 10 pmol/uL del oligo sentido y del antisentido
(Cuadro 6) y 5.4 uL de agua tratada con DEPC para completar el volumen de reaccion de
12.5 uL. La reaccidn se llevo acabo en un termociclador de tapa caliente (BIORAD) con
el siguiente programa: Después de la activacion de la enzima por 94° C durante 4 min
cada ciclo consistio en la desnaturalizacion con 94° C durante 1 min, una hibridacion de
50-60° C durante 30 segundos, y una extension de 72° C durante 1 min durante 25 ciclos,

seguido de la elongacién de 72° C por 10 min. Posteriormente los productos de PCR
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fueron separados por electroforesis en un 1.5 % de gel de agarosa (peso/volumen),
(INVITROGEN) en buffer SB1x (Acido Bérico/Hidroxido de sodio) y fueron visualizados
con la tincion de syber gold (INVITROGEN) para lo cual se utiliz6 un transiluminador
con camara digital (ALPHA INNOTECH).

Cuadro 6. Oligos usados para evaluar por RT-PCR la diferenciacion osteogénica,
adipogénica y condrogénica de MSC-N en medio de induccion.

Sentido AAGAAGGACAGACAGAAGC 428 60 25
Anti sentido AGGTGGCAGTGTCATCATCT

Sentido GGCACAAAGAAGCCGTACTC 269 60 25
Anti sentido GCCTTGTACCAGGAGCCATA

Sentido ATGAGAGCCCTCACACTCCTC 294 60 25
Anti sentido GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC

Sentido GCTGTTATGGGTGAAACTCTG 351 52.8 25
Anti sentido ATAAGGTGGAGATGCAGGCTC

Sentido GAGATTTCTCTGTATGGCACC 276 50.5 25
Anti sentido CTGCAAATGAGACACTTTCTC

Sentido GTACCCGCACTTGCACAAC 72 57 25
Anti sentido TCGCTCTCGTTCAGAAGTCTC

Sentido GCCTTGAGCAGTTCACCTTC 392 55.8 25
Anti sentido CTCTTCTACGGGGACAGCAG

Sentido TCCACCACCCTGTTGCTGT 268 50-60 25
Anti sentido ACCACAGTCCATGCCATCA

pb. Pares de bases, Tm. Temperatura de alineacién, #. Namero de ciclos.

8.12.1. Analisis de imagen.
La PCR obtenida por electroforesis se evalu6 por densitometria, en donde la intensidad de

pixeles obtenidos por cada condicion fue normalizada con respecto GAPDH como control

interno. Para ello se utiliz6 el Software Image J.

8.13.Analisis estadistico.
Los resultados son expresados como la media y el error estandar de la media (SEM) de

experimentos independientes. El andlisis estadistico fue realizado por andlisis de varianza
(ANOVA). Bonferroni, Dunet y Tukey se utilizaron para la comparacion de las medias de
los grupos. La diferencia estadistica significativa se establecié con valores de p de 0.05,
0.01 0 0.001, como lo indica cada figura. Software GraphPad Prism 5.
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9. RESULTADOS.

9.1. Caracterizaciones de las MSC-N y de la linea HS5 derivadas de médula 6sea.

Con el fin de realizar los estudios a partir de células caracterizadas se consideraron los
criterios de seleccion de MSC de acuerdo a la ISCT (ver punto 5.2). Se estudiaron 4
muestras derivadas de médula 6sea normal (MSC-N) y una linea celular de fibroblastos de
meédula 6sea denominada HS5 la cual es heterogénea al receptor de PDGF y EGF. De ésta

se identificd una clona que no expresa el receptor de PDGF y EGF.

En la Figura 6 se muestra la caracterizacion de las MSC-N por inmunofenotipo y
capacidad de diferenciacién hacia osteoblastos, adipocitos y condrocitos. Los plots de
citometria (Figura 6A) muestran la expresion de antigenos como el CD90 coexpresado
con el CD73 y el CD45 co-evaluado con el CD14; el CD105, la expresién del receptor de
PDGF y del EGF se muestran en histogramas, donde el color rojo indica el isotipo y el
color azul los eventos tefiidos con el anticuerpo. Se encontré que el CD90, el CD73, el
CD105 y el receptor de PDGF esta expresado en mayor del 90% (90.7£12.96) y el 24%
(24.0£4.41) del receptor de EGF en las MSC-N, no se detectd la expresién de marcadores

hematopoyéticos como el CD14 y el CD45 (Figura 6B).

La Figura 6C muestra un experimento representativo de las células MS-N inducidas in
vitro al linaje adipogénico, al condrogénico y al osteogénico. En el respectivo linaje, las
células fueron positivas al rojo oleoso con acumulacion de vacuolas lipidicas, también
mostraron capacidad de formar un agregado celular y la presencia de fibras de coldgena
de color azul a la tincion de tri-cromico de Masson; ademas expresaron la coloracidn
morada en el citoplasma como resultado de la actividad de la fosfatasa alcalina en

presencia del sustrato de p-nitrofenol fosfato.

De acuerdo con los resultados elegimos muestras de MSC-N que cumplieron los criterios
de seleccion de inmunofenotipo; positivo para la expresion de CD90, CD73, CD105, para
el receptor de PDGF y de EGF, negativa para CD45 y CD14; ademas por su potencial de

diferenciacion similar hacia osteoblastos, adipocito y condrocitos.

La caracterizacion de la clona de la linea HS5 (Figura 7) fue realizada bajo los mismos
criterios de seleccion de MSC, en acuerdo a la ISCT (Ver punto 5.5.).
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La clona de HS5 expresd los antigenos de superficie CD90, CD73, (co-expresion del
67%) y un porcentaje similar de CD105 (90%) con respecto a las MSC-N, y es negativa
para la expresion de linajes hematopoyéticos CD45 y CD14, asi como del receptor de
PDGF y del EGF (Figura 7A). En cuanto a su capacidad de diferenciacion la HS5
PDGFR-/EGFR- posee una capacidad limitada para diferenciarse hacia el linaje
adipogénico, al condrogénico y al osteogénico (Figura 7B).

Identificamos a una clona de HS5 negativa a la expresion del receptor de PDGF y EGF
(HS5 PDGFR-/EGFR-) la cual se utilizé para evaluar el efecto del Imatinib y el Dasatinib
sobre vias adicionales a éstas. Debido a que su potencial de diferenciacion es limitado,

solo se utilizo para fin de evaluar la proliferacion.

9.2. Eleccion de las concentraciones del Imatinib y el Dasatinib en la proliferacion
de las MSC-N.

Con el fin de elegir las concentraciones de inhibicion del Imatinib y el Dasatinib en las
MSC-N, se evalud su efecto en la proliferacion mediante una cinética de crecimiento
durante 14 dias de cultivo. El numero de células fue evaluado a los 3, 6 ,9 y 14 de cultivo

en 2 muestras por duplicado Figura 8.

Se realizd una curva de dosis respuesta del Imatinib y el Dasatinib en la proliferacion de
las MSC-N, a partir de las dosis reportadas en plasma de pacientes tratados con los
farmacos (83, 84). También se incluyé una condicion con DMSO para descartar un
posible efecto toxico del diluyente, y una condicidn sin el farmaco y sin DMSO (control).
Como se observa en la Figura 8A, las MSC-N en condicidn control tuvieron una cinética
ascendente hasta el dia 9 de cultivo, la cual se mantuvo hasta el dia 14. A los 14 dias de
cultivo, el nimero de células se incrementéd 26.6 veces, con respecto al dia 1. El efecto
toxico del diluyente se descartd, debido a que la cinética de proliferacién en presencia de
DMSO no tuvo diferencia significativa con respecto al control. Se observo una inhibicién
en la proliferacion desde la concentracion de 2 uM hasta 3 uM se encontr6 que al dia 14
estas inhibieron la proliferacion 4.4 veces con respecto al control (p<0.05). No

encontramos diferencias ente las concentraciones entre 2 a 3uM de Imatinib.
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Debido a que no hubo diferencias significativa entre las concentraciones de 2 a 3 uM de
Imatinib sobre la proliferacion de las MSC-N, elegimos utilizar la concentracion de 2.5
uM del Imatinib debido a que es la IC50 usada en estudios de inhibicion de K562 y

células provenientes de pacientes tratados con el farmaco (70, 84, 85).

En la Figura 8B podemos observar el efecto de Dasatinib sobre la proliferacion de las
MSC-N, en ésta se muestra nuevamente la cinética control como referencia. Desde la
concentracion menor de Dasatinib (30 nM) se observd una inhibicion en la proliferacién,
sin embargo hasta la concentracién de 50 nM se encontré una inhibicion significativa
(p<0.05) de la proliferaciéon de las MSC-N, inhibiendo a los 14 dias 4.4 veces con

respecto al control.

De acuerdo con los resultados, elegimos utilizar la concentracion de 50 nM de Dasatinib
debido a que inhibe significativamente la proliferacién de las MSC-N. Adicionalmente, a
las concentraciones elegidas del Imatinib y el Dasatinib inhiben 6.5 veces la proliferacion
con respecto al control al dia 14. (Figura 8A y 8B, 2.5 uM del Imatinib y 50 nM del
Dasatinib). Lo anterior es importante ya que se desea comparar el efecto de ambos

farmacos en la diferenciacién de éstas células.

9.2.1. Evaluacidn de la apoptosis en las MSC-N y en la linea HS5 PDGFR-/EGFR- en
presencia del Imatinib y el Dasatinib.

Con el fin de descartar que el Imatinib y el Dasatinib induzcan apoptosis en las MSC-N, y

que el efecto observado en la disminucion de la proliferacion sea debido a este proceso,

se evalué su efecto mediante el ensayo de TUNEL en una cinética de crecimiento durante

14 dias de cultivo.

En las microfotografias (Figura 9A) se muestra los controles del ensayo de TUNEL: sin
induccidn (control) o con induccion a la apoptosis, en medio libre de suero (positivas). Se
cuantificé el porcentaje de células positivas a la apoptosis a los dias 9 y 14 de la
proliferacion de las MSC-N y de la linea HS5 en experimentos independientes por
duplicado, evaluando 200 células por condicion (Figura 9B). El control alcanz6 un 18 %

de células positivas a la apoptosis. En la condicion con induccion se encontrdé un 80% de

49



células positivas a la apoptosis. Por otro lado, en presencia del Imatinib y el Dasatinib el
namero de células positivas a la apoptosis, no tienen diferencia significativa con respecto
al tratamiento control (p<0.05). So6lo el Imatinib incrementé en un punto el namero de
celulas positivas a la apoptosis en la HS5, sin embargo consideramos despreciable este

punto, ya que por si mismas en cultivo se desprenden cuando estan sin los farmacos.

Con base en los resultados anteriores se demuestra que 2.5 uM del Imatinib y 50 nM del

Dasatinib no inducen la apoptosis en las MSC-N o en la HS5.

9.2.2. Potencial biologico del Imatinib y el Dasatinib sobre la linea K562.

Para evaluar si las concentraciones de 2.5 uM del Imatinib y 50 nM del Dasatinib
elegidas en la inhibicidn de la proliferacion de las MSC-N, tienen el potencial bioldgico
de inhibir la proliferacion de la linea K562 (célula hematopoyética transfectada con Bcr-
Abl) ésta se evalu6 en presencia de los fadrmacos a las 48 horas de cultivo. Se cuantificé
el porcentaje de inhibicion de las células obtenidas de un experimento por triplicado, en

presencia del Imatinib y el Dasatinib con respecto al control (sin los farmacos).

Como se muestra en la Figura 9C, el Imatinib inhibe el 65% (p<0.0001) de la
proliferacion de la K562, mientras que Dasatinib la inhibe un 85.5% (p<0.0001).

Con base a los resultados queda demostrado que el Imatinib y el Dasatinib inhiben la
proliferacion de MSC-N, no inducen apoptosis y tienen potencial biolégico de inhibir la
proliferacion de K562.

9.3. EI rhPDGF-BB incrementa la proliferacion de las MSC-N y el Imatinib y el
Dasatinib inhiben su efecto.

Con el fin de evaluar si el Imatinib y el Dasatinib inhiben la via del receptor de PDGF en

la proliferacion de las MSC-N, su efecto se evalu6 mediante una cinética de crecimiento

durante 14 dias. Se cuantificé el nimero de células a los 3, 6 ,9 y 14 dias de cultivo en 4

muestras por duplicado (Figura 10).
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Para evaluar el efecto que tiene rhPDGF-BB en incrementar la proliferacion de las MSC-
N, se adicionaron 10 ng/mL al cultivo. Para evaluar si el Imatinib o el Dasatinib inhiben
el efecto de rhPDGF-BB se adicionaron en conjunto con rhPDGF-BB, y como control las
MSC-N sin farmaco y sin rhPDGF-BB. Adicionalmente estas condiciones se evaluaron en
la linea HS5 PDGFR-/EGFR- en 2 experimentos, por duplicado.

En la Figura 10A, se observa el efecto del Imatinib en la proliferacion de las MSC-N en
presencia de rhPDGF-BB. ElI rhPDGF-BB incrementé 3 veces la proliferacion de las
MSC-N al dia 9, en comparacion con el control, en donde se observa el madximo punto en
la proliferacién. En la condicion rhPDGF-BB en conjunto con el Imatinib, se observo una
inhibicidn total en la proliferacion. EI Imatinib inhibié 10.3 veces en comparacion con la

condicion rhPDGF al dia 9 (p<0.001), y al mismo nivel cuando el Imatinib esta sdlo.

En la Figura 10B se puede observar el efecto del Imatinib sobre la linea HS5 PDGFR-
/EGFR- en presencia de rhPDGF-BB. En ésta se muestra una cinética ascendente hasta los
14 dias de cultivo, en el control el nimero de células se incrementd 26.6 veces con
respecto al dia de inicio del cultivo. La presencia del rhPDGF-BB y del Imatinib solos y
en combinacién no tuvieron efecto sobre la proliferacién de la HS5 PDGFR-/EGFR- con

respecto a la condicion sin tratamiento.

De acuerdo con los resultados encontrados se sugiere que el Imatinib inhibe la
proliferacion de las MSC-N al inhibir el efecto del rhPDGF-BB.

En la Figura 10C, se muestra el efecto del Dasatinib sobre las MSC-N y en la linea HS5
PDGFR-/EGFR- en presencia del rhPDGF-BB. Nuevamente la cinética del rhPDGF-BB
como referencia. En la condicion rhPDGF-BB en conjunto con el Dasatinib se observé
una inhibicion parcial en la proliferacién, en comparacion con el Dasatinib sélo. El

Dasatinib inhibi6 4.64 veces en comparacion con el rhPDGF al dia 9 (p<0.001).

En la Figura 10D, se observa el efecto del Dasatinib sobre la HS5 PDGFR-/EGFR- en
presencia del rhPDGF-BB. La cinética del control es ascendente hasta los 14 dias de
cultivo con un incremento del namero de células de 7.6 veces con respecto al dia de
inicio del cultivo. Nuevamente en la condicion con el rhPDGF-BB no hubo efecto sobre

la proliferacion con respecto el control sin tratamiento. Sin embargo, el Dasatinib y el

51



Dasatinib en conjunto con el rhPDGF-BB inhibieron 2 veces la proliferacién de la HS5
PDGFR-/EGFR- con respecto al control (p<0.05).

De acuerdo a los resultados encontrados se sugiere que el Dasatinib inhibe la
proliferacion de las MSC-N al inhibir parcialmente el efecto del rhPDGF-BB. Es
indudable que el Dasatinib inhibe a vias adicionales a la del PDGF para abatir la
proliferacion. En HS5 PDGFR-/EGFR- Dasatinib inhibié su proliferacion.

Por lo que estudiamos si el Dasatinib, y también Imatinib pueden inhibir a vias

adicionales como al receptor de EGF, la cual participa en la proliferacion de las MSC.

9.4. EI rhEGF incrementa la proliferacion de las MSC-N y el Imatinib y el
Dasatinib inhiben su efecto.
Para evaluar la via adicional por la cual Dasatinib inhibe la proliferacién en las MSC-N, y
saber si Imatinib inhibe a otras vias en las MSC. Se realizaron cultivos en medio
suplementado con sustituto de suero. Con el fin de evitar la presencia de componentes
que pudieran alterar los resultados, y que estan presentes en el SFB. Para ello se evalud
en presencia de rhEGF sélo y en conjunto con el Imatinib y el Dasatinib tanto en la
proliferacion de MSC-N asi como en la linea HS5 PDGFR-/EGFR-. Y para corroborar los
resultados sobre el efecto de ambos farmacos sobre el rhPDGF-BB, se evalud la
proliferacion en estas mismas condiciones de cultivo. Para ello se evalué el nimero de

células obtenidas al dia 14, en tres muestras por duplicado (Figura 11).

La Figura 11A muestra el efecto del Imatinib y el Dasatinib en la proliferacion de las
MSC-N en presencia de rhPDGF-BB o rhEGF. En la condicion control hubo un
incremento de 7.69 veces (con respecto al dia de inicio del cultivo), mientras que la
presencia del rhPDGF-BB incrementd 3.68 veces la proliferacion con respecto al control
(p<0.001). El Imatinib en presencia del rhPDGF-BB abati6 el efecto en comparacidén con
el rhPDGF-BB sélo (p<0.001). Por otro lado, se encontr6 una inhibicién parcial del
efecto de rhPDGF-BB en presencia del Dasatinib. El Dasatinib inhibié 1.8 veces la

proliferacion con respecto a el rhPDGF-BB solo (p<0.05).
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La presencia del rhEGF incrementa 2.9 veces la proliferacion de las MSC-N con respecto
al control (p<0.05). El Imatinib y el Dasatinib en presencia del rhEGF abaten el efecto

que tiene el rhEGF en incrementar la proliferacién de las MSC-N.

De acuerdo a los resultados observados, ambos farmacos inhiben el efecto del rhPDGF-
BB y de rhEGF; sin embargo, existe una diferencia en el nimero de veces en la
inhibicidn. Mientras que el Imatinib abate el efecto del rhnPDGF-BB, el Dasatinib tiene un

efecto parcial.

Debido a que la HS5 no soporta el cultivo hasta los 14 dias, bajo estas las condiciones de
medio libre de suero, los siguientes experimentos se realizaran hasta el dia 6 de la

proliferacion para asegurar el mantenimiento de estas células.

En la Figura 11B se observa el efecto del Imatinib y el Dasatinib en la proliferacién de la
linea HS5 PDGFR-/EGFR- en presencia del rhPDGF-BB y el rhEGF al dia 6 de cultivo.
La condicion control tuvo un incremento en la proliferacion de 6.15 veces con respecto al
dia del inicio del cultivo. El rhPDGF-BB o el rhEGF solos y en conjunto con el Imatinib
no tuvieron efecto sobre la proliferacién, mientras que la presencia del Dasatinib inhibe

la proliferacién 2 veces con respecto al control (p>0.05).

Por lo anterior se sugiere que el Dasatinib inhibe una via adicional, ya que inhibid a la
HS5 PDGFR-/EGFR-.

9.5. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion osteogénica de las MSC-N.

Con el objetivo de evaluar el efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacién
osteogeénica, se utilizaron las mismas concentraciones evaluadas en la proliferacién. Su
efecto se evalu6 por la medicion semi-cuantitativa de RUNX2 y OCN, marcadores de
diferenciacion osteogénica temprana y tardia, respectivamente en las MSC-N inducidas a
la diferenciacion osteogenica (suplementado con SFB) al dia 14 y 21 de cuatro muestras
en experimentos independientes (Figura 12).

En la fotografia del gel de agarosa, se observa la amplificacion de un experimento
representativo (Figura 12A). Se evalud la expresion de RUNX2, OCN y GAPDH en las
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diferentes condiciones de cultivo. En medio de induccién osteogénica (+), en medio de
induccion osteogénica méas la presencia del Imatinib o el Dasatinib. EI control positivo
expres6 RUNX2 y OCN a los 14 y 21 dias. La expresion de GAPDH no se modificé con el

tratamiento, y su expresidon es homogeénea entre las diferentes condiciones.

Se evalud de forma semi-cuantitativa la amplificacion de los genes de cada condicidn
mediante analisis de imagen (Software Image J) y se reportd la expresion relativa con
respecto al gen de GAPDH (Figura 12B). En el control positivo se mantuvo la expresién
de RUNX2 y OCN en ambos dias. EI Imatinib incrementd 4.18 veces la expresion de
RUNX2 y OCN desde el dia 14 y se mantuvo hasta el dia 21 (p<0.05) y DA incremento la
expresion de RUNX2 y OCN 1.83 veces hasta el dia 21 (p<0.05).

Con lo anterior se comprueba que el Imatinib y el Dasatinib incrementan la diferenciacién
de MSC-N hacia osteoblastos; ademas de que el Imatinib incrementa la expresién de OCN
desde el dia 14 y el Dasatinib hasta el dia 21.

9.6. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion osteogénica de las MSC-N
en presencia del rhPDGF-BB o el rhEGF.

Para evaluar el efecto que tiene el Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion

osteogénica en presencia de rhPDGF-BB o rhEGF, se evaluaron genes de la

diferenciacion a partir del cultivo de las MSC-N inducidas a la diferenciacion osteogénica

(suplementado con sustituto de suero) a los 21 dias de cultivo en cuatro muestras en

experimentos independientes (Figura 13).

En el gel de agarosa (Figura 13A) se observa la amplificacion de RUNX2, OCN vy
GAPDH de un experimento representativo en las diferentes condiciones de cultivo. En
induccion osteogénica (+), en induccion osteogénica méas la presencia de rhPDGF-BB o
rhEGF en conjunto con el Imatinib o el Dasatinib. EI control positivo expres6 RUNX2 y
OCN a los 21 dias. La expresion de GAPDH no se modificé con el tratamiento, y su

expresidon es homogénea entre las diferentes condiciones.
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Posteriormente se evalu6 de forma semi-cuantitativa la amplificacién de los genes de
cada condicion mediante analisis de imagen (Software Image J) y se reporto la expresion
relativa con respecto al gen de GAPDH (Figura 13B). En el control positivo se mantuvo
la expresion de RUNX2 de 0.29 en relacion con GAPDH en todos los tratamientos y la
expresion de OCN alcanz6 una expresion relativa de 0.4 con respecto a GAPDH. EI
tratamiento de rhPDGF-BB abatid la expresion de OCN 5 veces (p<0.05) con respecto al
control positivo. El Imatinib y el Dasatinib contrarrestaron este efecto. EI rhEGF no tuvo

efecto en la expresion de OCN.

Observamos que en medio libre de suero, el rhEGF no tuvo ningun efecto en la
diferenciacion osteogénica. EI rhPDGF-BB inhibio la expresion de OCN y el Imatinib y el
Dasatinib fueron capaces de anular este efecto (se reestablecié la expresién de OCN al
valor del control positivo). Sin embargo el Imatinib y el Dasatinib no incrementaron la

diferenciacion osteogénica, efecto que habia sido observado en medio con suero.

9.7. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion adipogénica de MSC-N.

Con el objetivo de evaluar el efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacién
adipogénica, se utilizaron las mismas concentraciones evaluadas en la proliferacion. Para
ello se cuantificaron células positivas al rojo oleoso por anélisis de imagen (APERIO,
Software ScanScope) y por la evaluacién semi-cuantitativa de genes de diferenciacion,
ambos obtenidos del cultivo de las MSC-N inducidas a la diferenciacion adipogénica
(suplementado con SFB) a los 14 dias en cuatro muestras en experimentos independientes
(Figura 14).

En la Figura 14A, las células en el medio control tienen una morfologia fibroblastoide
que después de ser inducidas durante 14 dias en presencia de medio inductor adipogénico
adoptan una forma redonda o poliédrica en presencia de multiples vacuolas lipidicas. Al
término del cultivo, las células fueron tefiidas con rojo oleoso, escaneadas a 40x y
posteriormente se realiz6 el andlisis de imagen. Se consider6 la intensidad de la tincién,
en pixeles (Figura 14B) considerando el color azul: células negativas a la tincidn; células

positivas a la tincion en color amarillo: intensidad débil; color anaranjado: intensidad
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media; y color rojo: intensidad fuerte. Para ello se consideraron 5 campos con areas
establecidas en cada condicion de cultivo (Figura 14C), lo que se muestra en la figura es

uno de los 5 campos.

La Figura 14D muestra el porcentaje de células positivas al rojo oleoso para cada
tratamiento: con medio de induccién, con medio de induccion y en presencia del Imatinib
y el Dasatinib. La condicion sin medio de induccion adipogénico tuvo el 15 % de células
positivas. En el control positivo las células con medio de induccién tuvo 2.6 veces mas
con respecto a la condicion sin induccién. Se observo que el Imatinib y el Dasatinib

expresaron 1.3 veces mas con respecto al control positivo.

Por lo tanto el Imatinib y el Dasatinib no tuvieron efecto significativo en cuanto al

porcentaje de células positivas a la tincion con rojo oleoso.

En cuanto al efecto del Imatinib y el Dasatinib sobre los genes de la diferenciacion
adipogénica, se evalud la expresién relativa de PPAR y LPL a partir del cultivo de las
MSC-N inducidas a la diferenciacidn adipogénica (suplementado con SFB) a los 14 dias

de cultivo en cuatro muestras en experimentos independientes.

En la fotografia del gel de agarosa se observa la amplificacion de un experimento
representativo, en cual se evalud la expresion de PPAR, LPL y GAPDH en las diferentes
condiciones de cultivo. En induccidn adipogénica (+), en induccién adipogénica mas la
presencia del Imatinib o el Dasatinib (Figura 15A). En el control positivo se expreso el
PPAR y LPL a los 14 dias. La expresiéon de GAPDH no se modificd con el tratamiento, y

su expresion es homogénea entre las diferentes condiciones.

Posteriormente se evaludé de forma semi-cuantitativa la amplificacion de los genes de
cada condicion mediante andalisis de imagen (Software Image J) y se reportd la expresion
relativa con respecto al gen de GAPDH (Figura 15B). En el control positivo se encontré
la expresion de PPAR y LPL de 0.6 veces con respecto a GAPDH. El Imatinib incrementd
significativamente la expresion de LPL 2.3 veces con respecto al control positivo
(p<0.05), mientras que el Dasatinib increment6 la expresion de PPAR y LPL 2 veces mas

gue el Imatinib. Este incremento no fue significativo.
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Con lo anterior se comprueba que el Imatinib y el Dasatinib incrementan la expresion de
genes de la diferenciacion de MSC-N hacia adipocitos; ademéas de que Dasatinib tiene un
efecto mayor sobre las MSC-N en incrementar la diferenciacion adipogénica. A pesar de
que no encontramos un incremento en el porcentaje de células positivas al rojo oleoso,
consideramos que el Imatinib y el Dasatinib incrementan la diferenciacion adipogénica de
MSC-N.

9.8. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion adipogénica de las MSC-
N en presencia del rhPDGF-BB o el rhEGF.

Con el fin de evaluar si las vias de PDGF o EGF tienen un efecto en la diferenciacion

adipogénica, las MSC-N se cultivaron en medio de induccién adipogénico en presencia

del rhPDGF-BB y el rhEGF en medio libre de suero. Adicionalmente, fueron afiadidos el

Imatinib y el Dasatinib a los cultivos, para conocer si la inhibicion de estas vias son las

responsables del incremento en la adipogénesis que se observa al tratar a las MSC-N con

estos farmacos.

La diferenciacion se evalu6 a los 14 dias de cultivo en cuatro muestras en experimentos
independientes, por un lado se cuantifico el porcentaje de células positivas al rojo oleoso
con base en la intensidad de pixeles, el cual identifica la presencia de vacuolas lipidicas y

por otro lado se cuantificé la expresion de genes de la diferenciacién.

En las microfotografias de la Figura 16A se observan los cultivos de las MSC-N inducidas
a la diferenciacion adipogénica tefiidas con rojo oleoso y escaneadas a 4x (APERIO,
Software ScanScope). Las células en medio de induccién si tratamiento muestra un
namero reducido de células positivas a rojo oleoso. EI rhPDGF-BB incremento la
proliferacion de células con morfologia fibroblastoide y la presencia de vacuolas
lipidicas. EIl Imatinib y el Dasatinib en presencia de rhPDGF-BB inhibieron este efecto.
El Dasatinib con un efecto parcial.

En la Figura 16B podemos observar un cultivo de MSC-N en medio control (16B
izquierda) y células positivas a la diferenciacion (16B derecha), en donde se aprecia el

cambio en la morfologia de las células al ser inducidas a la diferenciacion, éstas pierden
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la morfologia fibroblastoide y adoptan una forma redonda o poliédrica con la presencia de
vacuolas lipidicas. A pesar de que en los cultivos en sustituto de suero el porcentaje de
diferenciacion fue menor, estas fotografias nos demuestran que si alcanzaron a tener una

diferenciacion comparable con el medio con suero (Figura 14A).

En la Figura 16C se observa el porcentaje de células positivas al rojo oleoso en las
diferentes condiciones de cultivo. En el control positivo se encontr6 un 3 % de células
positivas al rojo oleoso. EI rhPDGF-BB incrementé el porcentaje a 10 veces con respecto
al control positivo (p<0.05). EI Imatinib en presencia de rhPDGF-BB incremento el
porcentaje a 3.6 veces con respecto al control positivo (p<0.05). En el tratamiento con el
Dasatinib en presencia del rhPDGF-BB, se observo 7.66 veces méas celulas positivas al

rojo oleoso que el control positivo.

Para conocer si la inhibicion de la via del EGF se encuentra involucrada en la
diferenciacion adipogénica, se evalud las mismas condiciones de cultivo, en presencia del
rhEGF s6lo y en combinacion con el Imatinib o el Dasatinib. En las microfotografias de
la Figura 17A se muestran los cultivos de las MSC-N inducidas a la diferenciacion
adipogénica, células en medio inductor mas rhEGF solo, y en conjunto con el Imatinib o

el Dasatinib.

En la Figura 17B se observa el porcentaje de células positivas a la tincion de rojo oleoso
para cada una de las condiciones. Las MSC-N inducidas a la diferenciacion, nuevamente
como control positivo. ElI rhEGF increment6 la proliferacion de las células firoblastoides
y ademas esto correlaciona con un incremento de vacuolas positivas al rojo oleoso. Por
otro lado en la condicién del Imatinib o el Dasatinib en presencia de rhEGF, no se

observé que éstos hayan abatido la proliferacion o la presencia de vacuolas lipidicas.

A pesar de que el rhPDGF-BB y rhEGF incrementaron el porcentaje de células positivas
al rojo oleoso consideramos que es debido a un efecto indirecto al incrementar su
proliferacion y no a un incremento en su diferenciacion adipogénica. La morfologia de las
celulas permanecio fibroblastoide a lo largo del cultivo y el tamafio de las vacuolas
lipidicas fue menor que en el control positivo. Por lo que posteriormente fue evaluado el
cambio en la expresién de genes marcadores de adipogénesis, para descartar dicha
posibilidad.
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Para lo anterior se evalud la expresion relativa de PPAR y LPL con respecto a GAPDH
como gen constitutivo. En la Figura 18A se observa un gen de agarosa de un experimento
representativo en donde se evalud la amplificacion de PPAR, LPL y GAPDH. EI control
positivo fue las MSC-N en medio de induccion, en él se observa la expresion de PPAR y
LPL. La expresion de GAPDH no se modificd con el tratamiento, y su expresion es

homogénea entre las diferentes condiciones.

La amplificacion de PPAR y LPL fue evaluada de manera semi-cuantitativa mediante
densitometria (Software Image J) y se reportd la expresidn relativa con respecto al gen de
GAPDH (Figura 18B). Como se observa en el grafico, el rhPDGF-BB y el rhEGF no
tuvieron un efecto en la expresion de PPAR y LPL. EIl Imatinib y el Dasatinib no fueron
capaces de incrementar los genes adipogénicos en medio libre de suero, en presencia del
rhPDGF y el rhEGF.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el Imatinib y el Dasatinib en presencia del
rhPDGF-BB o del rhEGF, en condiciones libres de suero no se pudo observar el efecto
que tienen en incrementar la adipogénesis. Tampoco se puede descartar que ambos

farmacos utilicen estas vias en la diferenciacidn adipogeénica.

9.9. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion condrogénica de las
MSC-N.

Con el objetivo de evaluar el efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion

condrogénica, se utilizaron las mismas concentraciones evaluadas en la proliferacidon. Su

efecto se evalud por la medicion semi-cuantitativa de SOX9 y ACAN a partir de los

cultivos de las MSC-N inducidas a la diferenciacién condrogénica (suplementado con

SFB) a los 28 dias de cuatro muestras en experimentos independientes.

En la fotografia del gel de agarosa se observa la amplificacion de SOX9, ACAN vy
GAPDH de un experimento representativo, en las diferentes condiciones de cultivo: MSC-
N en medio de induccion condrogénica (+), en medio de induccion condrogénica mas la

presencia del Imatinib o el Dasatinib (Figura 19A). EI control positivo se expresé SOX9 y
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ACAN a los 28 dias. La expresion de GAPDH no se modificé con el tratamiento, y su

expresiéon es homogénea entre las diferentes condiciones.

Posteriormente se evalu6 la amplificacion de los genes mediante analisis de imagen
(Software Image J) y se reportd la expresion relativa con respecto al gen de GAPDH
(Figura 19B). En el control positivo se observo la expresion de SOX9 y ACAN con una
media de 0.4 veces con respecto a GAPDH. EIl Imatinib incrementd significativamente 2
veces la expresion de SOX9 y ACAN con respecto al control positivo (p<0.05), mientras
que el Dasatinib incrementé significativamente la expresion de SOX9 y ACAN 2.3 veces

con respecto al control positivo (p<0.05).

Con lo anterior se comprueba que el Imatinib y el Dasatinib incrementaron la
diferenciacion de las MSC-N de médula 6sea hacia condroblastos; ademas de que el

Dasatinib tiene un efecto mayor sobre la expresion de ACAN.

9.10. Efecto de Imatinib y Dasatinib en la diferenciacion condrogénica de las MSC-
N, en presencia del rhPDGF-BB o el rhEGF.

Con el fin de evaluar si el Imatinib y el Dasatinib incrementan los genes de las MSC-N en

la diferenciacion a través de la inhibicién de la via del receptor de PDGF o EGF, se

evaluo su efecto mediante el analisis semi-cuantitativo de genes obtenidos a partir del

cultivo de las MSC-N inducidas a la diferenciacién condrogénica, suplementado con SFB,

a los 28 dias de cultivo de cuatro muestras en experimentos independientes.

En la fotografia del gel de agarosa (Figura 20A) se observa la amplificacion de un
experimento representativo. Se evalu6 la expresién del SOX9, ACAN y GAPDH en las
diferentes condiciones de cultivo, las MSC-N en medio de induccion condrogénica (+), en
medio de induccidén condrogénica mas la presencia del rhPDGF-BB, el rhEGF en
combinacion con el Imatinib o el Dasatinib. El control positivo se expres6 el SOX9 y
ACAN a los 28 dias. La expresion de GAPDH no se modificd con el tratamiento, y su

expresion es homogénea entre las diferentes condiciones.

Posteriormente cada amplificacion se evalué de manera semi-cuantitativa de cada
condicion (Software Image J) y se reportd la expresion relativa de SOX9 y ACAN con
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respecto al gen de GAPDH (Figura 20B). En el control positivo la expresion de SOX9 fue
de 0.25 veces con relacion a GAPDH. EI rhPDGF-BB incrementd 2 veces la expresion de
SOX9 (p<0.05), lo mismo ocurre cuando esta en presencia con el Imatinib o el Dasatinib
(p<0.05), ambos con respecto al control positivo. La presencia del rhEGF incremento 1.6
veces la expresion de SOX9, mientras que en presencia del Imatinib lo incrementé 2.4
veces (p<0.05) y con el Dasatinib 2.16 veces (p<0.05), ambos con respecto al control
positivo. EI ACAN tiene una expresion en el control positivo de 0.1 veces con respecto a
GAPDH. EI rhPDGF-BB y el rhEGF no tuvieron efecto sobre la expresion del ACAN; sin
embargo en presencia del Imatinib y el Dasatinib se incrementd la expresion, 5 veces con

respecto al control positivo.

De acuerdo con los resultados, el Imatinib y el Dasatinib no modificaron el efecto del
rhPDGF-BB o del rhEGF. Debido a lo anterior el rhPDGF-BB y el rhEGF no participan
en el incremento de la diferenciacién condrogénica en presencia del Imatinib y el

Dasatinib.

10. DISCUSION.

De acuerdo con los resultados obtenidos encontramos que el Imatinib y el Dasatinib
inhiben la proliferacion de las MSC-N e incrementan su diferenciacion osteogénica,
adipogénica y condrogénica. Este es el primer estudio en reportar que estos farmacos
tienen un efecto sobre la diferenciacion condrogénica. EI rhPDGF-BB y el rhEGF
incrementan la proliferaciéon de las MSC-N y tanto el Imatinib como el Dasatinib son
capaces de abatir dicho efecto. EI Imatinib inhibe la proliferacion de las MSC-N a través
de la inhibicion del efecto del rhPDGF-BB y el rhEGF Unicamente, mientras que el
Dasatinib es capaz de inhibir a las MSC-N por éstas y otra via independiente, debido a
que inhibi6 a la linea HS5 PDGFR-/EGFR-. ElI rhEGF no tuvo un efecto directo en la
diferenciacion osteogénica. Al comparar el efecto de los farmacos en la diferenciaciéon de
las MSC-N encontramos que el Imatinib es un mejor inductor de la osteogénesis y el

Dasatinib de la adipogénesis.

Nosotros elegimos concentraciones del Imatinib y el Dasatinib que inhiben la

proliferacion de las MSC-N, mismas que se utilizaron para los estudios que incluyen a la
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proliferacion y la diferenciacion. Las concentraciones elegidas no inducen apoptosis en
las MSC-N e inhiben la proliferacion de la K562, una linea celular que expresa Bcr-Abl y
c-kit (91), por lo que aun cuando en este estudio no se pudo distinguir a que cinasa pudo
inhibir el Imatinib o el Dasatinib, queda comprobado el efecto bioldgico de ambos
farmacos. Adicionalmente las concentraciones estan en el intervalo a las reportadas en

plasma de pacientes con LMC (51, 83). A pesar de que la eleccion de estas

concentraciones no permite distinguir entre un efecto directo en la diferenciacion, o
secundario a la inhibicién de la proliferacion. Nosotros consideramos que in vivo, ambos

procesos pueden estar siendo afectados.

Por lo anterior, los resultados aqui obtenidos sobre las MSC-N podrian explicar algunos
efectos secundarios observados en la alteracion en la homeostasis de lipidos y hueso, asi
como en el desarrollo de pacientes pediatricos que son tratados con los farmacos (39, 66,
67, 86, 87).

Los resultados presentados en este estudio demuestran que en condiciones libre de suero,
el Imatinib abate el efecto del rhPDGF-BB en la proliferacién, mientras que el Dasatinib
lo inhibe parcialmente y ambos inhiben el efecto del rhEGF. Lo cual sugiere, que en el
efecto de la inhibicion en la proliferacién se debe a que el Imatinib inhibe a la via del
receptor de PDGF y del EGF, mientras que el Dasatinib inhibe a éstos y adicional a
otro(os) por lo cual que lo hace un fadrmaco mas “potente”, a pesar de que su efecto es
parcial sobre la via del receptor de PDGF.

En los estudios donde se evalua el efecto del Imatinib en la inhibicidn de los receptores
de cinasa de tirosina que regulan la proliferacion de las MSC, s6lo se ha descrito el
receptor de PDGF en este proceso. En dos estudios, realizados por O’Sullivan y Fierro
(2007) evaluaron el efecto inhibitorio del Imatinib sobre el PDGF-BB en la proliferacién
de lineas celulares estromales humanas y murinas, asi como en las MSC derivadas de
meédula 6sea (72, 73). Por lo que nosotros presentamos nueva evidencia que demuestra
que el Imatinib y el Dasatinib es capaz de inhibir el efecto del rhEGF en la proliferacién.
También identificamos que el Dasatinib inhibe una via adicional relacionada con la

proliferacion, ya que una linea estromal mesenquimal, que expresa marcadores de las
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MSC pero que no tiene el receptor de PDGF o EGF, el Dasatinib es capaz de inhibir su

proliferacion.

En los estudios con relacion a la diferenciacion osteogénica, se encontréo que el
Imatinib y el Dasatinib incrementan la osteogénesis de MSC-N. Lo cual esta en
acuerdo con diversos estudios reportado (39, 71, 73-76). Adicionalmente encontramos
diferencias en el efecto de los farmacos en la osteogénesis cuando se utilizan
concentraciones que inhiben la proliferacion de las MSC-N. El Imatinib, pero no el
Dasatinib acelera la diferenciacion osteogénica de las MSC-N. Id Boufker (2010)
reportd que el Dasatinib acelera la diferenciacion osteogenica de las MSC-N con una
concentracion que inhibio el 30 % de la proliferacion (82), mientras que nosotros
establecimos una IC50. Por lo que la diferencia de veces que incrementa el Dasatinib a
la osteogénesis esta relacionada con la proliferaciéon de las MSC requerida en la

osteogénesis (94).

En los estudios con relacion a la diferenciacion adipogénica, se encontr6 que el
Imatinib y el Dasatinib incrementan genes relacionados con la adipogénesis de MSC-

N. Lo cual estd en acuerdo con los estudios reportado (65, 77).

Nuestro estudio es el primero en observar el efecto del Imatinib y el Dasatinib en la
diferenciacion condrogénica de las MSC-N. Se encontré que el Imatinib y el Dasatinib
incrementan genes relacionados con la condrogénesis. En pacientes pediatricos tratados
con el Imatinib se observd que disminuye su valor percentil. Estos datos se pueden
relacionar con los datos publicados por Vandyke y cols., (2011) quienes sugieren que el
Dasatinib inhibe el desarrollo de crecimiento de la tibia en ratas de 9 meses de edad,
tratadas con dosis terapéuticas del farmaco (95). Nuestros resultados y el de Vandyke se
relacionan en el estadio de maduracion de cartilago y sintesis de matriz celular, publicado
por Yamashita y cols., en el 2010, antes de que el cartilago se hipertrofie y osifique (23).
Por lo anterior, podemos sugerir que el Imatinib y el Dasatinib al acelerar el proceso de

sintesis de matriz extracelular es posible que acelere el proceso de osificacién y de esta
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manera provoque el cierre de la placa de crecimiento en los huesos, tanto en los

pediatricos como en estudios en las ratas.

En cuanto al mecanismo por el cual el Imatinib y el Dasatinib incrementan la
diferenciacion de las MSC-N. Para ello nos enfocamos en dos vias principales que
regulan la proliferacion la via del PDGF y del EGF (9). Esto se evalué en medio
osteogénico y adipogénico suplementados con sustituto de suero; y cultivos con medio de
induccion condrogénica suplementado con SFB. Esta diferencia se debi6 a que las MSC-N
en el medio condrogénico con sustituto de suero no se observaba una agregacion celular,

una vez que terminaba el cultivo (dato no mostrado).

El rhnPDGF-BB inhibe la expresién de OCN en la diferenciacién osteogénica y el Imatinib
y el Dasatinib abaten este efecto. Nosotros observamos que la expresion de OCN no se
incrementé en comparacion al cultivo osteogénico sin los farmacos. Por lo que estos
resultados sugieren que la inhibicidn de la via del receptor de PDGF no es exclusiva para
incrementar la diferenciacién osteogénica (87). Y por lo tanto se requiere de la
participaciéon de mas componentes. Algunos componentes reportados que participan en
este proceso son BMP’s, y factores de crecimiento como FGF, EGF, etc., (34, 90)
presentes en el SFB, los cuales pudieron jugar un papel importante en la regulacion de la
osteogénesis cuando el efecto del rhnPDGF-BB es inhibida por el Imatinib y el Dasatinib.
Por otro lado, ya que se observd regulacion de OCN, pero no RUNX inducida por el
rhPDGF-BB, queda claro que existe regulacion de genes osteogénicos a diferentes niveles

en la formacion de hueso observado en modelos in vitro como in vivo (82,97).

Con el fin de evaluar vias que son blancos del Imatinib y el Dasatinib, estudiamos el
efecto de inhibir al rhEGF en la diferenciacion osteogénica. En nuestro estudio no se
encontrd diferencia en la expresion de OCN cuando esta presente rhEGF sélo y en
combinacion con los farmacos. Por lo que podemos sugerir que aun cuando el Imatinib y
el Dasatinib inhiben el efecto del rhEGF en la proliferacion, este no participa en el

incremento de la diferenciacion osteogénica.

En cuanto al efecto del Imatinib y el Dasatinib de incrementar la adipogénesis, evaluamos

si el receptor del PDGF y del EGF participan en la diferenciacion. El Imatinib y el
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Dasatinib incrementan las células positivas al rojo oleoso, en presencia del rhPDGF-BB.
Fitter y cols., estudiaron que el Imatinib incrementa la adipogénesis (a concentraciones
que inhiben proliferacion) cuando se inhibe la via de PI3K-Akt inducida por PDGF (76).
Sin embargo en nuestro estudio, este incremento no es mayor que al medio de induccién
sin los farmacos. A diferencia del estudio de Fitter, nosotros utilizamos un medio
adipogénico suplementado con sustituto de suero para observar si el Imatinib y el
Dasatinib inhiben exclusivamente la via de PDGF y/o es capaz de inhibir a otra cinasa
como la del receptor de EGF para incrementar la diferenciacion. EI rhEGF en presencia
del Imatinib o el Dasatinib no tienen efecto en la diferenciacidén adipogénica. Por lo que
podemos sugerir que aun cuando el Imatinib y el Dasatinib son capaces de inhibir el
efecto de rhEGF y del rhPDGF-BB en la proliferaciéon, y que se ha observado que ambos
regulan la adipogénesis (35), estos no participan en el incremento de la diferenciacion

adipogénica.

El Imatinib y el Dasatinib incrementan la diferenciacién adipogénica, pero no en medio
adipogénico libre de suero en presencia del rhPDGF-BB. Entonces podemos sugerir que
la diferencia entre ambos estudios se relaciona con los componentes de suero y por lo
tanto, en el namero de veces en incrementar los adipocitos. Por lo que es necesaria la
activacion de otras vias en la adipogénesis el efecto del rhPDGF-BB o rhEGF es inhibida

por el Imatinib o el Dasatinib.

En cuanto al mecanismo por cual el Imatinib y el Dasatinib incrementan la condrogénesis
evaluamos si el receptor del PDGF y el EGF participan en la diferenciacion. Encontramos
que el rhPDGF-BB incrementa SOX9, y que no tienen efecto en genes de diferenciacion
tardia: ACAN. Ataliotis y cols., (2000) observaron en un modelo in vivo que el PDGF
regula la formacion de cartilago en etapas tempranas del desarrollo embrionario (E24-27)
y no en la tardia (E30) (25). EI SOX9 regula la formacion de cartilago en extremidades de
embriones de pollo en estadios tempranos (E24-27) del desarrollo embrionario (98). Por
otro lado, células de embridon de pollo (E21) inducidas a la diferenciacion condrogénica

incrementaron la cantidad de proteoglicano cuando fueron tratadas con PDGF (25).

Con nuestros resultados se sugiere que el rhEGF no participa en regular SOX9 y ACAN

en la diferenciacion condrogénica de MSC-N. Debido a que el Imatinib y el Dasatinib no
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abatieron el efecto de rhPDGF-BB y que el rhEGF no regula la diferenciacion, este
resultado sugiere que el Imatinib y el Dasatinib incrementan la diferenciacién de las MSC

hacia condrocitos por un mecanismo diferente al PDGF o EGF.

Para descartar que la inhibicién del rhPDGF-BB o el rhEGF por el Imatinib y el Dasatinib
regulen la diferenciacion adipogénica de las MSC, por ejemplo, se puede evaluar sdlo el
efecto del Imatinib y el Dasatinib en las MSC en medio de induccion libre de suero, con
el fin de valorar si los farmacos son capaces de incrementar la diferenciacidn, bajo estas
condiciones de cultivo. Adicionalmente es posible observar el efecto directo del Imatinib
y el Dasatinib sobre la adipogénesis en presencia del rhPDGF-BB o el rhEGF, cuando se
impide la proliferacion celular en el tratamiento de PDGF el cual se consider6 como
referencia para observar un efecto, para ello es posible utilizar antagonistas de la

proliferacion como mitomicina.

Nuestro estudio permitié conocer los blancos del Imatinib y el Dasatinib en la
proliferacion y comparar sus efectos en la diferenciacion de las MSC, lo cual no solo
tiene implicaciones en la biologia de estas células, sino ademdas hace evidente el

considerar estos efectos para la eleccion entre ambos farmacos.

Este es el primer estudio en explorar la participacion de las vias del receptor de PDGF y
del EGF y en comparar el efecto de ambos farmacos. EI Imatinib y el Dasatinib inhiben
Bcr-Abl in vitro (63, 64) y en este estudio se observa que ambos farmacos inhiben la
proliferacion de la linea K562, sin embargo no se pudo distinguir a que cinasa esta
inhibiendo ya que ésta expresa Bcr-Abl y c-Kit (91) y ambas son blancos del Imatinib y el
Dasatinib. De acuerdo a esto, queda demostrado que las concentraciones empleadas del
Imatinib y el Dasatinib inhiben la proliferacion de K562 eficientemente y que éstos tienen
efectos diferentes en las MSC-N, por lo que serd necesario realizar estudios clinicos que

permitan conocer si el Imatinib tiene ventajas en pacientes con osteoporosis senil y el

Dasatinib en pacientes con diabetes concomitante (99)- Nuestro estudio abre la posibilidad
de explorar el uso de estos farmacos en terapia celular para favorecer la diferenciacion

condrogénica.
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11. CONCLUSIONES.

El Imatinib y el Dasatinib inhiben la proliferacion de las MSC-N e incrementan su
diferenciacion osteogénica, adipogénica y condrogénica. EI Imatinib es un inductor mas
potente de la diferenciacion osteogénica. Las vias del PDGF y EGF se encuentran
involucradas en la proliferacion de las MSC-N pero no tienen un efecto directo en su
diferenciacion. Nuestros resultados sugieren que el Imatinib y el Dasatinib inhiben

adicionalmente otras vias involucradas en la diferenciacién de las MSC-N.

Nuestros resultados aportan informacion importante sobre la biologia de las MSC-N vy
sienta las bases para considerar las diferencias en el efecto del Imatinib y el Dasatinib en
las MSC-N.

12. PERSPECTIVAS.

En relacidn con los estudios de proliferacion, falta identificar la via adicional al PDGF y
al EGF que el Dasatinib es capaz de inhibir. Adicionalmente a nuestros resultados, es
conveniente corroborar en un estudio de fosforilacion de proteinas la inhibicion de la

actividad de cada una de las cinasas que este estudio propone.

Nosotros elegimos explorar el efecto que tienen el Imatinib y el Dasatinib en la
diferenciacion de las MSC, cuando el efecto del rhPDGF-BB y del rhEGF estan inhibidas
por una IC50 de los farmacos. Nuestros datos coinciden con la mayoria de los estudios
publicados hasta el momento. En aquellos estudios donde no hay coincidencia, se debe
considerar a la composicion del medio de diferenciacion y el efecto de la proliferacion
relacionada con la concentracion empleada. Por lo que es necesario establecer

metodologias uniformes para evaluar diferenciacién.

Por otro lado, en este estudio se evaluaron dos de las principales vias en la proliferacion
y en la diferenciacion. Se identificaron los blancos del Imatinib y el Dasatinib en la
proliferacion y diferenciacion osteogénica. Sin embargo, queda por explorar cual es el
mecanismo por el cual el Imatinib y el Dasatinib incrementan la condrogénesis. Y

esclarecer si la inhibicion del PDGF esta involucrada en incrementar la adipogénesis. Y
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por otro lado, explorar nuevos efectos sobre la funcionalidad de las MSC, como en
capacidad de soporte hematopoyético y en actividad inmunoreguladora.

68



13. FIGURAS DE RESULTADOS.
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Figura 6. Caracterizacion de MSC derivadas de médula 6sea de donadores hematolégicamente normales. A. En los plots de citometria (de una muestra representativa) se
muestra la expresion del CD90 coexpresado con el CD73 y el CD45 co-evaluado con el CD14; el CD105, el CD140b y el EGFR en histogramas, donde el color rojo indica el
isotipo y en el color azul las células marcadas con el anticuerpo. B. Expresion de antigenos en las MSC-N como el CD90, el CD73, el CD105, el CD45, el CD14 (n=4), el
PDGFR y el EGFR (n=3). C. Capacidad de diferenciacion de las MSC-N (de una muestra representativa). Cultivos control y con medio de induccion hacia adipocitos
positivos al rojo oleoso (flecha blanca); condrocitos positivos a tricromico de Masson (flecha negra); y osteoblastos positivos a fosfatasa alcalina (*). Escala de la barra, 50 um.
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Figura 7. Caracterizacion de HS5 PDGFR-/EGFR- derivada de médula dsea. A. En los plots de citometria se muestra la expresion del CD90 coexpresado con el CD73,
el CD105 en histograma, el CD45 co-evaluado con el CD14; el PDGFR y el EGFR en histogramas. En los histogramas el color rojo indica el isotipo y en el color azul las
células marcadas con el anticuerpo. B. Capacidad de diferenciacion de la HS5. Cultivos control y con medio de induccién hacia adipocitos positivos al rojo oleoso (flecha
blanca); condrocitos positivos a tricrdomico de Masson (flecha negra); y osteoblastos positivos a fosfatasa alcalina (*). Escala de la barra, 50 um. figuras de un experimento
representativo (n=2).
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Figura 8. Eleccion de la concentracion del Imatinib y el Dasatinib en la proliferacion de MSC-N. 1, 300 células/cm? fueron cultivadas en DMEM suplementado con SFB,
al dia siguiente se les adicionaron A. Dosis crecientes del Imatinib (1.0, 2.0, 2.5y 3.0 uM) y de B. Dasatinib (30, 50, 80 y 100 nM) o en presencia del vehiculo (DMSO al
0.003 %). Los resultados se presentan como la media () SEM de 2 experimentos independientes por duplicado. Las medias de los tratamientos se compararon contra el control
mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de una comparacién multiple de Bonferroni. * p< 0.05. SEM. Error estandar de la media.
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Figura 9. Evaluacién de la apoptosis en las MSC-N y en HS5 PDGFR-/EGFR- en presencia del Imatinib y el Dasatinib. Actividad sobre linea K562
Bcr-Abl positiva. A. Microfotografias de las células positivas (cabeza de flecha) en la condicién sin induccion y células positivas (MSC-N y HS5 en
cultivo libre de suero por 24h) en el ensayo de TUNEL. B. 1, 300 células fueron cultivadas durante 14 dias en presencia de 2.5 uM de Imatinib y 50 nM
de Dasatinib. Al dia 9 y 14 se cuantifico el nimero de células positivas a TUNEL. Los resultados se presentan como la media (+) SEM de 2 experimentos
independientes, por duplicado. Las medias se compararon mediante analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba de comparacion
multiple de Bonferroni. C. 10,000 células de la linea K562 fueron cultivadas en medio RPMI suplementado con SFB en presencia de los farmacos
durante 48 horas. Se evalu6 el por ciento de células obtenidas de cada condicién con respecto al control (sin los farmacos). Los resultados se presentan
como la media (+) SEM de 1 experimento realizado por triplicado. Las medias de los tratamientos se compararon contra el control mediante el andlisis de
TUKEY. ** p< 0.01, *** p<0.001. SEM. Error estandar de la media.
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Figura 10. Cinética de proliferacion de MSC-N y HS5 en medio con suero en presencia del Imatinib o el Dasatinib en conjunto con el rhPDGF-BB.
1, 300 células/cm? fueron cultivadas en medio DMEM o RPMI suplementado con suero durante 14 dias en presencia de 2.5 uM de Imatinib o 50 nM del
Dasatinib solos y conjunto con 10 ng/mL de rhPDGF-BB en las Ay C. MSC-N en 4 experimentos por duplicado y en By D. HS5 PDGFR-/EGFR- en 2
experimentos por duplicado. Se evalu6 el nimero de células excluyentes al azul de tripano. Los resultados se presentan como la media () SEM de
experimentos independientes por duplicado. Las medias de los tratamientos se compararon contra el control mediante analisis de varianza de una via
(ANOVA) seguido de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni. *p<0.05. SEM. Error estdndar de la media.
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Figura 11. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la proliferacién de MSC-N y en la linea HS5 PDGFR-/EGR- en presencia de rhPDGF-BB o
rhEGF en cultivo libre de suero. 1, 300 células/cm? fueron cultivadas en medio DMEM o RPMI suplementado con 20 % sustituto de suero en presencia
de 2.5 uM de Imatinib o 50 nM de Dasatinib en conjunto con 10 ng/mL de rhPDGF-BB o rhEGF. A. MSC-N. B. HS5 PDGFR-/EGFR-. Se evalu6 el
nimero de células excluyentes al azul de tripano. Los resultados se presentan como la media (+) SEM de experimentos independientes, cada uno por
duplicado. Las medias de los tratamientos se compararon contra el control mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba de
comparacion multiple de Bonferroni. ***p<0.001. *p<0.05. SEM. Error estdndar de la media.
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Figura 12. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la
diferenciacién osteogénica de las MSC-N. 5, 000
células/cm? fueron cultivadas en medio de induccion
osteogénico suplementado con SFB durante 14 y 21 dias
en presencia de 2. 5 uM del Imatinib y 50 nM del
Dasatinib. A partir de las células en cultivo de realizé
una RT-PCR. A. El producto de la RT-PCR se visualiz6
en gel de agarosa tefiido con Syber gold y posteriormente
se cuantificd por densitometria. Software Image J. Pos
Medio de la induccién osteogénica. IM Medio
osteogénico en presencia del Imatinib. DA Medio
osteogénico en presencia del Dasatinib.

B. Expresion relativa de RUNX2 y OCN versus GAPDH.

Los resultados se presentan como la media (+) SEM de 4
experimentos independientes. Las medias de los
tratamientos (IM o DA) se compararon contra la media de
la condicion en ausencia de los farmacos mediante el
analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la
prueba de comparacion multiple de Bonferroni. *p<0.05.
SEM. Error estdndar de la media.
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Figura 13. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en los genes de diferenciacion osteogénica de MSC-N en presencia de rhPDGF o rhEGF. 5, 000
células/cm? fueron cultivadas en medio de induccion osteogénica suplementado con 20 % del sustituto de suero durante 21 dias en presencia de rhPDGF
y rhEGF solos y en conjunto con 2.5 uM del Imatinib o 50 nM del Dasatinib. A partir de las células en cultivo de realiz6 una RT-PCR. A. El producto de
la RT-PCR se visualizé en gel de agarosa tefiido con Syber gold y posteriormente se cuantificéd por densitometria. Software Image J. POS Medio de la
induccion osteogénica. PD-IM o EG-IM Medio osteogénico en presencia de rhPDGF-BB o rhEGF en conjunto con el Imatinib. PD-DA o EG-DA Medio
osteogénico en presencia de rhPDGF-BB o rhEGF en conjunto con el Dasatinib. B. Expresion relativa de RUNX2 y OCN versus GAPDH.

Los resultados se presentan como la media (+) SEM de 4 experimentos independientes. Las medias de los tratamientos se compararon contra la media del
control positivo mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba de comparacién maltiple de Bonferroni. *p<0.05. SEM. Error
estandar de la media.
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Figura 14. Evaluacion morfoldgica del efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciaciéon adipogénica de las MSC-N. 10, 000 células/cm? fueron
cultivadas en medio de induccion adipogénica suplementado con SFB durante 14 dias en presencia de 2.5 uM del Imatinib o de 50 nM del Dasatinib. A.
La intensidad de tincion esta relacionada con la presencia de vacuolas lipidicas. En la escala por color, se representan células negativas (color azul) y
positivas (de amarillo a rojo). B. Las microfotografias muestran un campo de 5 analizados por escaner en el cultivo. Ampliacion 40x. C. Por ciento de
células positivas con respecto a las células totales. Los resultados expresan la media (x) SEM de 4 experimentos independientes. SEM. Error estandar de
la media. D. Microfotografias de cultivos control y con induccién a la adipogénesis (Positivo).
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Figura 15. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la
expresion de genes de diferenciacion adipogénicos en
las MSC-N. 10, 000 células/cm? fueron cultivadas en
medio de induccién adipogénico suplementado con SFB
durante 14 dias en presencia de 2.5 uM del Imatinib y
50 nM del Dasatinib. A partir de las células en cultivo
de realiz6 una RT-PCR. A. El producto de la RT-PCR
se visualizé en gel de agarosa tefiido con Syber gold y
posteriormente se cuantifico por densitometria.
Software Image J. Pos Medio de la induccion
adipogénica. IM Medio adipogénico en presencia del
Imatinib. DA Medio adipogénico en presencia del
Dasatinib B. Expresion relativa de PPAR y LPL versus
GAPDH.

Los resultados se presentan como la media (+) SEM de
4 experimentos independientes. Las medias de los
tratamientos (IM o DA) se compararon contra la media
de la condicion en ausencia de los fairmacos mediante
analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la
prueba de comparacidon multiple de Bonferroni.*p<0.05,
**p<0.01. SEM. Error estandar de la media.
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Figura 16. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion
adipogénica de las MSC-N en presencia del rhPDGF-BB. 10, 000
células/cm?® fueron cultivadas en medio de induccién adipogénica
suplementado con 20 % del sustituto de suero durante 14 dias en
presencia rhPDGF-BB sélo y en conjunto con 2.5u M del Imatinib o de
50 nM del Dasatinib. A. Las microfotografias muestran la intensidad de
pixeles en los diferentes tratamientos. Ampliacion 40x. B.
Microfotografias de cultivos de las MSC-N en medio control y con
induccién a la adipogénesis suplementado con sustituto de suero
(Positivo). C. Por ciento de células positivas al rojo oleoso (intensidad
de pixeles) con respecto a las células totales. Los resultados se
presentan como la media (x) SEM de 4 experimentos independientes.
Las medias de los tratamientos se compararon contra el control
(ausente de rhPDGF-BB o los farmacos) mediante analisis de varianza
de una via (ANOVA) seguido de la prueba de comparaciéon multiple de
Bonferroni. ***p<0.001. SEM. Error estandar de la media.
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Figura 17. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la diferenciacion adipogénica de las MSC-N en presencia del rhEGF. 10, 000 células/cm? fueron
cultivadas en medio de induccién adipogénica suplementado con 20 % del sustituto de suero durante 14 dias en presencia del rhEGF sdlo y en conjunto
con 2.5 uM del Imatinib o con 50 nM del Dasatinib. A. Las microfotografias muestran la intensidad de pixeles en los diferentes tratamientos.
Ampliacién 8x. B. Por ciento de células positivas al rojo oleoso con respecto a las células totales. Los resultados se presentan como la media () SEM
de 4 experimentos independientes. Las medias de los tratamientos se compararon contra el control (ausente de rhEGF o los farmacos) mediante analisis
de varianza de una via (ANOVA seguido de la prueba de comparacién maltiple de Bonferroni. ***p<0.001. SEM. Error estandar de la media.
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Figura 18. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en los genes de diferenciacidn adipogénica de las MSC-N en presencia del rhPDGF-BB o el rhEGF.
10, 000 células/cm? fueron cultivadas en medio de induccién adipogénica suplementado con 20 % del sustituto de suero durante 14 dfas en presencia del
rhPDGF-BB o el rhEGF solos y en conjunto con 2.5 uM del Imatinib o 50 nM del Dasatinib. A partir de las células en cultivo de realiz6 una RT-PCR. A.
El producto de la RT-PCR se visualiz6 en gel de agarosa tefiido con Syber gold y posteriormente se cuantificé por densitometria. Software Image J. POS
Medio de la induccidén adipogénica. PD-IM o EG-IM Medio adipogénico en presencia de rhPDGF-BB o rhEGF en conjunto con el Imatinib. PD-DA o EG-
DA Medio adipogénico en presencia de rhPDGF-BB o rhEGF en conjunto con el Dasatinib. B. Expresion relativa de PPAR y LPL contra GAPDH.

Los resultados se presentan como la media (+) SEM de 4 experimentos independientes. Las medias de los tratamientos se compararon contra la media del

control positivo mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba de comparacién multiple de Bonferroni. SEM. Error estandar
de la media.
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Figura 19. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en la
diferenciacién condrogénica de las MSC-N. 250, 000
células/cm? fueron cultivadas en medio de induccion
condrogénico suplementado con SFB durante 28 dias en
presencia de 2.5 uM del Imatinib y de 50 nM del
Dasatinib. A partir de las células en cultivo de realiz6
una RT-PCR. A. El producto de la RT-PCR se
visualizé en gel de agarosa tefiido con Syber gold y
posteriormente se cuantific6 por densitometria.
Software Image J. Pos Medio de la induccion
condrogénica. IM Medio condrogénico en presencia del
Imatinib. DA Medio condrogénico en presencia del
Dasatinib. B. Expresion relativa de SOX9 y ACAN
versus GAPDH.

Los resultados se presentan como la media (+) SEM de
4 experimentos independientes. Las medias de los
tratamientos (IM o DA) se compararon contra la media
de la condicién en ausencia de los farmacos mediante
anéalisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la
prueba de comparacién multiple de Bonferroni.*p<0.05,
**p<0.01. SEM. Error estdndar de la media.
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Figura 20. Efecto del Imatinib y el Dasatinib en los genes de diferenciaciéon condrogénica de las MSC-N en presencia del rhPDGF-BB o el rhEGF.
250, 000 células/cm? fueron cultivadas en medio de induccion condrogénica suplementado con 10 % de suero fetal bovino durante 28 dias en presencia
del rhPDGF-BB o el rhEGF solos y en conjunto con 2.5 uM del Imatinib o con 50 nM del Dasatinib . A partir de las células en cultivo de realiz6 una RT-
PCR. A. El producto de la RT-PCR se visualizd en gel de agarosa tefiido con Syber gold y posteriormente se cuantifico por densitometria. Software
Image J. POS Medio de la induccion condrogénica. PD-IM o EG-IM Medio condrogénico en presencia de rhPDGF-BB o rhEGF en conjunto con el
Imatinib. PD-DA o EG-DA Medio condrogénico en presencia de rhPDGF-BB o rhEGF en conjunto con el Dasatinib. B. Expresidn relativa de SOX9 y
ACAN contra GAPDH.

Los resultados se presentan como la media (+) SEM de 4 experimentos independientes. Las medias de los tratamientos se compararon contra la media del
control positivo mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba de comparacion multiple de Bonferroni. *p<0.05. SEM. Error
estdndar de la media.
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