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Resumen

Desde el descubrimiento y la implementación de las células troncales hematopoyéti-
cas humanas(CTH) como estrategia terapéutica central para el tratamiento de varios
trastornos hematológicos, la producción y extracción de estas células ha generado un
gran interés, estableciendo el trasplante hematopoyético, a partir de sangre cordón
umbilical humana (SCU) como fuente alternativa de células troncales y progenitoras
hematopoyéticas (CTyPH). Sin embargo, debido al rendimiento marginal de las célu-
las extraídas en este procedimiento, se han desarrollado varios protocolos de expansión
ex vivo de CTyPH derivadas de SCU, mediante el proceso de cultivo de dichas células
en diferentes condiciones in vitro, como la adición de citocinas hematopoyéticas.

Debido a varios desarrollos en el campo, y además de las citocinas de expansión, re-
cientemente se ha investigado el uso de dos moléculas pequeñas: UM171 (un derivado
de pirimido-indol) y OAC-1 (un activador de OCT4), pero no se habían evaluado en
conjunto.

En este trabajo, se estudiaron sus efectos sobre la expansión, la proliferación y el
inmunofenotipo de en 4 poblaciones diferentes de SCU: cultivos de células mononu-
cleares (CMN), células enriquecidas (Lin-CD34 +) y células purificadas (Lin-CD34 +
y Lin-CD34-). Después de la experimentación, no se observó ningún efecto sobre la
proliferación ni la expansión en las células mononucleares mientras estaba en presencia
de UM171, OAC-1 o la combinación de ambos.

No obstante, la presencia de UM171 en cultivos de células enriquecidas (Lin-CD34+)
y células purificadas (CD34+) , proporcionó un incremento en el número total de
células sobre todos los demás tratamientos. Además, la presencia de este fármaco
favoreció la expansión de los progenitores totales, específicamente de los progenitores
mieloides. Asimismo, esta molécula permitió el mantenimiento de la expresión del
marcador CD34 después del día 10 en cultivo y presentó mayores números de LTC-
IC.
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RESUMEN v

En las células purificadas, hubo una tendencia a presentar mayor expansión en aque-
llos cultivos con ambas moléculas independientemente de que no se observaran dife-
rencias significativas.

Los resultados proporcionados sugieren que incluir a la molécula UM171 en cultivos
para fines de expansión in vitro, podría proporcionar una alternativa para un protocolo
de expansión con moléculas pequeñas y citocinas a partir de células derivadas de SCU,
enriquecidas o purificadas CD34+ en nuestro laboratorio.



Abstract

Since the discovery and implementation of human hematopoietic stem cells (HSCs)
as a core therapeutic strategy for the treatment of several hematological disorders,
the production and extraction of these cells has generated great interest – establis-
hing the hematopoietic transplant, by use of the human umbilical cord blood (UCB),
as an alternative source of hematopoietic stem and hematopoietic progenitor cells
(HSC and HPC respectively). However, due to the marginal yield of extracted cells in
this procedure, several ex vivo expansion protocols of UCB-derived HSCs and HPCs
have been developed, by process of culturing such cells within different in vitro con-
ditions, like hematopoietic cytokines. Due to several developments in the field, and
in addition to expansion cytokines, the use of two small-molecules will be presently
proposed as alternative: UM171 (a pyrimido-indole derivative) and OAC-1 (an OCT4
activator), of which their effects during expansion, proliferation, and immunophe-
notype were analyzed across 4 different UCB populations: mononuclear cells (MNC),
enriched HPC (Lin-CD34+), purified (Lin-CD34+), and purified (Lin-CD34-) cultu-
res. After experimentation, no effect was noticed over proliferation nor expansion in
mononuclear cells while in tandem with UM171, OAC1, or the combination of both.

Whereas, the presence of UM171 in cultures of enriched (Lin-CD34+), and purified
CD34+, provided an increment in the total cell numbers over all other treatments. Mo-
reover, the presence of UM171 favored the expansion of total progenitors specifically
myeloid progenitors. Also, UM171 allowed the maintenance of the CD34 expression
after day 10 in culture and presented higher numbers of LTC-IC.

In purified cells, there was a tendency to present more expansion on those cultures
with both molecules regardless no signicant differences were observed.

The provided results suggest UM171 as a potential candidate for in vitro conditions
for expansion, over OAC-1 leading to the perception of a new small-molecule and
cytokine protocol alternative within the scope of culturing UCB-derived cells in our
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laboratory.



Abreviaturas

BFU-E- Unidad formadora de brote eritroide
CD- Grupos de diferenciación
CFC- Células formadoras de colonias
CFU-E- Unidad formadora de colonias eritroides
CFU-G- Unidad formadora de colonias de granulocitos
CFU-GM- Unidad formadora de colonias de granulo-monocíticas
CFU-M- Unidad formadora de colonias de mieloides
CFU-Mix- Unidad formadora de colonias de mixtas
CMN- Células mononucleares
CNT- Células nucleadas totales
CPH- Célula progenitora hematopoyética
CTH- Célula troncal hematopoyéticas
CTyPH- Células troncales y progenitoras hematopoyéticas
FACS- Separación de células por activación de fluorescencia
Flt3-l- Ligando de FLT-3
IL- Interleucina
Lin- Linaje
LTC-IC- Célula iniciadora de cultivo a largo plazo
MO- Médula ósea
PBS- Buffer salino de fosfatos
SCF- Factor de células troncales
SCU- Sangre de cordón umbilical
SFB- Suero fetal bovino
SPM- Sangre periférica movilizada
TPO- Trombopoyetina
UFC- Unidades formadoras de colonias
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Capítulo 1

Introducción

Uno de los campos de mayor relevancia en la biomedicina actual es el referente al
de las células troncales. Una célula troncal es aquella capaz de generar a todos los
diferentes tipos de células del tejido u órgano en el que se encuentran debido a que
poseen características como autorrenovación y diferenciación. Sin embargo, ¿qué es
lo que las hace tan especiales y distintas a las demás células para su aplicación en la
medicina? Estas células tienen una función esencial en la producción celular durante
el desarrollo, durante condiciones de homeostasis tisular y durante la regeneración de
órganos y tejidos en respuesta a una lesión o enfermedad. Las células troncales por
lo tanto, representan la base de la terapia celular.

El objetivo del Laboratorio de Células Troncales y Progenitoras Hematopoyéticas
(LCTyPH) en el Hospital de Oncología del Centro Médico Nacional Siglo XXI, es
entender la biología de las células troncales y progenitoras hematopoyéticas obtenidas
a partir de la sangre de cordón umbilical, con el fin de desarrollar sistemas de cultivo
para la expansión ex vivo y la manipulación de dichas células, para que en un futuro,
puedan ser empleadas en la clínica, y de esta manera contribuir al impulso y desarrollo
de la medicina regenerativa en el IMSS y México.
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 2

1.1. Sangre y hematopoyesis

La sangre de los mamíferos, es un fluido corporal y un tejido especializado que está
compuesto por plasma y por distintos tipos celulares. El plasma, es una solución que
contiene más de 90% de agua, la cual se intercambia libremente con la de las células
y otros fluidos extracelulares y está disponible para mantener el estado normal de
hidratación de todos los tejidos. También contiene iones minerales (sodio, potasio,
calcio), moléculas orgánicas (aminoácidos, ácidos grasos y glucosa) y proteínas. Las
proteínas del plasma constituyen el 7-9% del plasma (6-8 g/100 ml), y se destacan
tres grandes grupos de proteínas: albúminas, globulinas y factores de la coagulación
como el fibrinógeno y la protrombina. Los principales tipos celulares que componen
a la sangre son: glóbulos rojos (eritrocitos), plaquetas (trombocitos) y glóbulos blan-
cos (leucocitos). Dentro de sus funciones principales están el transporte, protección
y regulación y cada tipo celular tiene una función especializada: los glóbulos rojos
transportan oxígeno y lo llevan a los tejidos; las plaquetas participan en la formación
de coágulos sanguíneos; los linfocitos están involucrados con la respuesta inmune. La
sangre en circulación lleva los diversos tipos de células a las regiones del cuerpo en
las que se necesitan: glóbulos rojos a los tejidos que requieren oxígeno, plaquetas a
los sitios de la lesión, linfocitos a las áreas de infección,etc. [1]

Las células de la sangre se dividen en dos grupos o linajes: mieloides y linfoides. El
linaje linfoide incluye a las células T, B y Natural killer (NK) , que llevan a cabo
respuestas inmunes adaptativas e innatas. El linaje mieloide por otra parte, está sub-
dividido en dos grupos, linaje magacariocítico - eritroide que da origen a eritrocitos y
plaquetas y el linaje granulo-monotíco, que genera granulocitos (neutrófilos,basófilos,
eosinofilos) monocitos y a macrófagos. [2]

Pero, ¿cómo se producen éstas células? En un organismo adulto, se produce una gran
cantidad de células sanguíneas a diario. Por ejemplo, en un adulto de 70 kg de peso,
se producen 2 x 1011 eritrocitos, 2 x 1011 plaquetas y 7 x 1010 granulocitos, lo anterior
compensa la pérdida diaria de dichas células de tal manera que, en condiciones norma-
les, los niveles en circulación de las células sanguíneas se mantienen constantes gracias
a las células troncales hematopoyéticas (CTH) [3]. Cada CTH está programada para
permitir la producción eficiente de los componentes sanguíneos celulares cuyas fun-
ciones han sido moldeadas por la evolución: glóbulos rojos que permiten el transporte
eficiente de oxígeno, megacariocitos y su progenie de plaquetas que interactúan con
los vasos sanguíneos y los factores de coagulación solubles para regular coagulación,
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células del sistema inmune innato y adquirido que actúan contra el ataque de algún
patógeno [4].

1.1.1. Primeros estudios de la hematopoyesis

Para el ámbito científico, el siglo XIX representó grandes descubrimientos y hallazgos
en el campo de la biología y medicina, patólogos y médicos como Virchow1,Neumann2

y Ehrlich3,por mencionar algunos, contribuyeron a realizar nuevas aportaciones y
la descripción de enfermedades desconocidas para la época. Sin duda, estos nuevos
hallazgos en el campo de la hematología,llevaron a realizarse más preguntas y por
ende, la curiosidad de llevar a cabo más investigaciones en el área. Ya en el siglo XX,
tanto médicos como científicos buscaron descifrar el origen de las células sanguíneas,
que, aunque ya se sabía que la sangre se producía en el interior de los huesos; en la
médula ósea, el mecanismo de cómo se generaban los distintos tipos celulares que la
componen, aún se desconocía.

Algunos anatomistas al examinar la médula ósea, notaban la presencia de distintas
formas en las células, las cuales en realidad correspondían a los distintos linajes y a
diferentes etapas de la diferenciación de las células sanguíneas.

Para explicar esta diversidad, el científico ruso Alexander Maximow estableció una
teoría unitaria y elaboró los primeros mapas jerárquicos en donde sugería que todas
las células sanguíneas maduras provenían de una célula precursora.[8] Posteriormente,
algunos patólogos propusieron también la existencia de una célula común que daba
origen a las demás, la llamaron hematocito o hemocitoblasto, sin embargo, no existían
pruebas de que esa célula realmente existiera, por lo que fue hasta 1961 que de obser-
vaciones se pasó a la realización de estudios funcionales que demostraron el potencial
de regeneración de estas células “iniciales” al demostrar que esto podría hacerse con
ensayos de reconstitución in vivo. Lo anterior, estimuló a otros a desarrollar ensayos
clonales y cultivosin vitro que, combinados con el advenimiento de una vasta gama

1Rudolf Virchow: médico-patólogo alemán propuso que las enfermedades surgen a partir de células
individuales y que es precisamente, esta división la que hace que la enfermedad progrese, así postuló
el tercer principio de la teoría celular:omnis cellula e cellula(toda célula proviene de otra célula)[5]

2Ernst Neumann:patólogo alemán,alumno de Virchow,realizó observaciones muy precisas del in-
terior de los huesos y presentó las primeras descripciones sobre su morfología y organización.Estos
análisis morfológicos lo llevaron a postular que los glóbulos rojos y blancos se originan de la mé-
dula ósea.Él acuñó el términoleucemia mieloidepara referirse al crecimiento maligno de los glóbulos
provenientes de la médula ósea[6]

3Paul Ehrlich:médico-bacteriólogo,él desarrolló las primeras tinciones que permitieron colorear a
las células sanguíneas y así poder clasificarlas.[7]
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de anticuerpos de superficie celular y el uso de la citometría de flujo, han permitido
establecer una visión detallada y actual del sistema sanguíneo como una jerarquía de
desarrollo con células primitivas al inicio y células diferenciadas en la parte final.

1.1.2. ¿Qué es la hematopoyesis?

La hematopoyesis (del griego haima "sangre" y poiēsis "hacer") es el proceso de
producción de células sanguíneas que ocurre continuamente durante la vida de un
organismo y que da origen a los distintos linajes que componen a la sangre; debido a
que las células sanguíneas maduras son generalmente de corta duración, se requiere
de unas células especializadas que inicien este proceso para reponer a los progenitores
multilinaje y a los precursores comprometidos con linajes hematopoyéticos y así gene-
rar a todas las células sanguíneas; estas células especializadas son las células troncales
hematopoyéticas (CTH)[9, 2]

Durante la etapa fetal en mamíferos, la hematopoyesis inicia en el saco vitelino a
partir de la tercera o cuarta semana de gestación. Posteriormente se traslada al hígado
fetal,bazo y timo fetal, para que durante el segundo trimestre de gestación, comience a
establecerse en la médula ósea (MO) de huesos largos como el fémur, tibia, pelvis, etc.
La hematopoyesis en mamíferos adultos se produce principalmente en la MO, dentro
de lugares anatómicos específicos conocidos como nichos hematopoyéticos [10].

Las células troncales hematopoyéticas son necesarias para la producción de sangre
durante toda la vida y se definen por su capacidad para autorrenovarse y diferenciarse.
A medida que se diferencian, las CTH dan lugar a células progenitoras que sufren una
restricción gradual de diferenciación para al final asumir la identidad de una célula
sanguínea madura. Las relaciones de linaje entre las células troncales, los progenitores
y las células maduras forman una ruta compleja y gracias a ensayos clonales in vitro
y a distintas estrategias de clasificación, se ha logrado un progreso significativo para
establecer su jerarquía.

1.1.3. Organización del sistema hematopoyético y caracterís-

ticas de las células troncales y progenitoras hematopo-

yéticas

Ernst Haeckel fue el primero en utilizar el término célula troncal (Stammzelle) en
1868, lo usó para referirse al organismo unicelular primordial del que descendía toda
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la vida multicelular. Por lo tanto, esta célula troncal se colocó de manera esquemática
en la raíz de un árbol ramificado, al cual llamó "árbol madre"(Stammbaum:árbol que
muestra de dónde provienen las cosas). La ley biogenética de Haeckel (la ontogenia
recapitula la filogenia) poco después lo impulsó a usar el término de células troncales
[11].

Desde el principio, el concepto de células troncales se ha enmarcado en un modelo
similar al de un árbol, en donde las células troncales son colocadas al inicio o ápice
y posteriormente van dando lugar a su progenie a través de una serie ordenada de
pasos simulando una ramificación. De esta manera, el sistema hematopoyético está
compuesto por una serie de compartimentos organizados con base al grado de madurez
de las células que lo conforman y a los distintos linajes celulares que se generan, por
lo que su clasificación depende de: 1. las características funcionales que poseen, 2. su
grado de maduración y 3. su inmunofenotipo4, pues, a medida que las células se van
diferenciando, van expresando o dejando de expresar marcadores de superficie también
conocidos como antígenos. Estas moléculas han recibido un número que va después del
prefijo CD (cluster of differentiation) de esta manera cada población celular posee un
inmunofenotipo específico que facilita su identificación [12, 13]. De acuerdo al grado de
maduración celular, se han identificado cuatro compartimentos, los cuales constituyen
al esquema clásico de la organización jerárquica del sistema hematopoyético [13, 14].
Las CTH son, las encargadas de la hematopoyesis definitiva, son células inmaduras
e indiferenciadas que residen en la médula ósea en mamíferos adultos y representan
aproximadamente al 0.01% del total de células nucleadas presentes en la médula ósea,
lo cual representa una limitante para su estudio [15, 16].

Las células troncales hematopoyéticas fueron descritas a partir del trabajo de Ernest
McCulloch y James Till en 1961, en donde demostraron que las células de médula
ósea inyectadas por vía intravenosa podían rescatar a ratones irradiados letalmente
reestableciendo la producción de células sanguíneas. En los ratones receptores, 1 a
2 semanas después del trasplante hallaron nódulos en el bazo y encontraron una
correlación entre el número de nódulos y células inyectadas. Una vez examinadas,
resultaron ser colonias que fueron denominadas unidades formadoras de colonias del
bazo (CFU-S), las cuales tenían una baja frecuencia en médula ósea (<0.5%), cada
una de las estas colonias podía generar una nueva CFU-S y al ser retransplantadas,

4El inmunofenotipo se refiere a las moléculas (proteínas) de superficie que se expresan en la
membrana de las células que van a funcionar como marcadores para su identificación y clasificación
a partir de su detección por citometría de flujo y mediante el uso de anticuerpos.
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podían reconstituir la hematopoyesis [17].

Estos experimentos demostraron, por primera vez de manera funcional, la presencia
de células hematopoyéticas muy inmaduras capaces de reconstituir el sistema hemato-
poyético en la médula ósea de ratones y además permitieron describir características
fundamentales de estas células.

Las características que definen a una CTH son su capacidad de autorrenovación, es
decir, la capacidad de formar una célula igual a la original a partir de la división
celular, y diferenciación (multipotencialidad) que es la capacidad de generar a los
distintos linajes celulares pertenecientes a un mismo órgano o tejido [18].

Otra característica de estas células es su capacidad de permanecer por largos periodos
de tiempo en la fase G0, es decir, son quiescentes; esta inactividad, se ha propuesto
como una propiedad fundamental de las células troncales hematopoyéticas, pues de
esta manera se evita su agotamiento funcional y también las protege del daño al ADN
que podría presentarse debido a una proliferación excesiva, dando como resultado un
mal funcionamiento o cáncer [19, 20].

No obstante,las señales intrínsecas y extrínsecas celulares inducidas en respuesta a
diversas tensiones, como la inflamación o la pérdida de sangre, permiten que las CTH
inactivas vuelvan a entrar a ciclo celular, proliferen y se diferencien [21].

Este primer compartimento a su vez, representa a una población heterogénea de
CTH, pues existe evidencia que indica que lo conforman poblaciones con potencial de
injerto5 y de proliferación distinto.

En cuanto a su potencial de injerto, se ha sugerido que hay dos clases de CTH,con
potencial de injerto a largo (long-term) y de corto plazo (short-term). Y respecto su
capacidad de diferenciación, se ha demostrado que algunas CTH pueden dar origen a
progenie mieloide y linfoide, mientras que otras solamente a mieloide [22, 23].

Cabe mencionar que estas células no expresan ningún antígeno de linaje restringido,
por lo que se les conoce como células de linaje negativo (Lin-) [12, 24].

Las CTH dan origen a células progenitoras hematopoyéticas (CPH), que constitu-
yen al segundo compartimento, tienen el potencial de ser unidades formadoras de
colonias (UFC) y son células inmaduras que han perdido su capacidad de autorreno-
vación, pero cuentan con un gran potencial proliferativo que está restringido a linajes

5El tiempo que tarda en reconstituir a la hematopoyesis.
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específicos. Éstas pueden ser multipotenciales, o bien, pueden estar restringidas a dos
(bipotenciales) o a un solo linaje (monopotenciales). La maduración posterior en cada
uno de los linajes hematopoyéticos está definida por dos procesos fundamentales: la
pérdida definitiva del potencial de auto-renovación y la adquisición de una identidad
específica. Estas células corresponden a menos del 0.5% del total de células de la
médula ósea y en su mayoría se definen como linaje negativo (Lin-) [15].

Las CPH, posteriormente dan lugar a células precursoras que ya son reconocibles por
su morfología las cuales, a pesar de ser inmaduras, pueden ser identificadas en frotis
de médula ósea a través de microscopía de luz. Las células precursoras están en el
tercer compartimento del esquema jerárquico de la hematopoyesis y constituyen la
gran mayoría de las células de la médula ósea (>90% de las células hematopoyéti-
cas residentes de la MO).Finalmente, los precursores hematopoyéticos al madurar,
generan a las células sanguíneas circulantes las cuales se encuentran en el cuarto
compartimiento. [13]

1.1.4. Inmunofenotipo

Para poder responder a las señales externas o permitirse el reconocimiento entre
ellas,las células poseen receptores en la membrana llamados antígenos,que también
sirven como marcadores para su clasificación e identificación.

El marcador CD34, fue el primer marcador de superficie celular identificado para
enriquecer células troncales y progenitoras humanas, el cual está expresado en menos
del 3% de todas las células sanguíneas. Este marcador es el que se utiliza para marcar
a las CTyPH para estudios clínicos pues se ha demostrado que las células CD34+
mantienen el potencial de formación de colonias a largo plazo en cultivos in vitro
y permiten la expresión y diferenciación de células sanguíneas de diferentes linajes
hematopoyéticos en modelos in vivo [25, 26]. Las CTH expresan CD34, CD49f, CD90,
CD117 y CD133 y no expresan CD38 ni ningún linaje restringido, por lo tanto se
definen como CD34 + CD45RA - CD49f + CD90 + CD38 - Lin – [15].

CD34 es una glicoproteína transmembranal cuya función aún no está del todo clara,
además de servir como un marcador de CTyPH un estudio reportó que las células
CD34+ se encuentran unidas a selectinas6 de las células endoteliales en la médula
osea y mediante un análisis proteómico se indicó que el antígeno CD34 es un ligando

6Las selectinas, designadas como L, P y E-selectina representan una familia de receptores expre-
sados en los leucocitos (L), plaquetas y células endoteliales (P) o sólo en el endotelio (E).[27]
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exclusivo de selectina vascular E y P [28, 29]. La expresión de este marcador se va
perdiendo a medida que los progenitores comprometidos con algún linaje comienzan
a diferenciarse.

Cabe mencionar que dentro del conjunto de CTH también se ha identificado una
población CD34 negativa (CD34 - CD38 - Lin-), cuyo estado dentro del ciclo celular
(latencia) sugiere que se encuentra en el ápice del compartimento de las células tron-
cales y se ha descrito que esta población, puede volver a expresar al marcador CD34
justo antes de la división celular, sugiriendo que su expresión puede ser reversible
[30, 31].

Otros estudios introdujeron a CD38 como marcador de progenitores más comprome-
tidos que enriquecen negativamente a las CTH, por lo que la expresión de CD38 se
adquiere gradualmente mediante la diferenciación de las células.[12]

El mapa clásico de jerarquía del sistema hematopoyético y los marcadores que expre-
san o van dejando de expresar las células dependiendo del compartimento en el que
se encuentren, están ilustrados en la figura1.1.
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Figura 1.1: Esquema de la organización jerárquica de la hematopoyesis. El sistema
hematopoyético se ha dividido en compartimentos para su estudio, el esquema clási-
co incluye al menos cuatro compartimentos. El primero corresponde al de las células
troncales con capacidad de autorrenovación (flechas azules) y multipotencia; el segun-
do a las células progenitoras, el tercero a los precursores y el cuarto al de las células
maduras.
Cada compartimento tiene marcadores de superficie que permite distinguirlos entre
ellos (se muestra si es positivo a CD34 y CD38 respectivamente).
LT-HSC, célula troncal de largo plazo; ST-HSC, célula troncal de corto plazo; MPP,
progenitor multipotente; ELP,progenitor linfoide temprano; CLP, progenitor linfoide
común; CMP, progenitor mieloide común; GMP, progenitor de granulocitos y ma-
crófagos; MkEP, progenitor megacariocítico eritroide; T, linfocito T; NK, linfocito
natural killer; B, linfocito B; b, basófilo; e, eosinófilo; n, neutrófilo; m, monocito; p,
plaquetas; e, eritrocito.Modificado de [13]

Sin embargo, las nuevas tecnologías de secuenciación (RNA-seq o scRNAseq) permi-
tieron ilustrar una visión distinta a la clásica jerarquía hematopoyética que tenía una
estructura compartamentalizada y estable. La imagen emergente es de una colección
de poblaciones heterogéneas organizadas jerárquicamente, con progresión gradual de
una a otra y que sigue siendo muy flexible para satisfacer las necesidades de demanda
de sangre. Es así que a partir de ensayos funcionales, rastreos de linaje no invasivos
y análisis ómicos en resolución de célula única, demostraron que la hematopoyesis es
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un proceso continuo. Además, la imagen es aún más complicada porque el grupo de
CTH y el de los progenitores son funcional y molecularmente heterogéneos.[32, 33, 23]

De está manera surgieron nuevas representaciones de la hematopoyesis las cuales
ilustran a un nuevo modelo de autorrenovación, de sesgo de linaje y de diferenciación,
como se ilustra en la figura 1.2.

Figura 1.2: Nuevas representaciones de la hematopoyesis.
A Modelo de división anticipada. La separación de linaje aparece antes en compara-
ción con modelos anteriores. B Modelo continuo tipo Waddington. En este modelo
las CTH no atraviesan estados intermedios discretos y estables, sino que adquieren
gradualmente un programa transcripcional y el compromiso con un linaje de manera
continua. Aquí, las etapas de desarrollo posteriores a las CTH, como las MPP o CMP,
no representan tipos de células discretas, sino más bien estados transitorios dentro
del continuo de CTyPH. C A partir del 2016, los análisis transcriptómicos de células
individuales indican un modelo continuo de diferenciación. Cada punto rojo repre-
senta una sola célula y su localización a lo largo de una trayectoria de diferenciación.
En la parte superior de este mapa se ilustra la heterogeneidad del compartimento de
células troncales.
HSC, célula troncal; MPP, progenitor multipotente; ELP,progenitor linfoide tem-
prano; CLP, progenitor linfoide común; CMP, progenitor mieloide común; GP,MP,
progenitor de granulocitos y macrófagos; MkP, progenitor megacariocítico; EP, pro-
genitor eritroide, T, linfocito T; NK, linfocito natural killer; B, linfocito B.
Modificado de [32, 33]
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1.2. Regulación de las células troncales y progenito-

ras hematopoyéticas

La capacidad del sistema hematopoyético para mantener las proporciones adecuadas
de células de todos los linajes hematopoyéticos a lo largo de la vida de un indivi-
duo, depende de las redes de comunicación intercelular. Las CTH deben responder e
integrar señales del microambiente para garantizar la producción sostenida de todos
los linajes hematopoyéticos. Es decir, características como la viabilidad, la autorre-
novación, la proliferación, el compromiso y la diferenciación dependen de elementos
intrínsecos y extrínsecos.[34] Algunos elementos intrínsecos incluyen una variedad
de moléculas reguladoras presentes dentro de la célula, como factores de transcrip-
ción, RNAs no codificantes o modificadores epigenéticos,los cuales son modulados
por señales externas como algunas citocinas y moléculas de la matriz extracelular,
las cuales son clave para su mantenimiento en cultivo pues simulan el microambiente
hematopoyetico.[22, 34] Los factores extrínsecos comprenden diferentes tipos de cé-
lulas y sus productos, los cuales, en conjunto, proporcionan señales que controlan el
comportamiento de las CTyPH modulando la expresión y actividad de los elementos
intrínsecos presentes en una célula. Como mencioné previamente, en la vida posnatal,
la formación de células sanguíneas tiene lugar principalmente en la MO. Aquí, las
células troncales están rodeadas de diferentes tipos de células, incluidas las células
del estroma, osteoblastos, fibroblastos, adipocitos, macrófagos,células endoteliales y
células accesorias, por ejemplo, los linfocitos. Todos estos diferentes tipos de células
forman un entorno único, conocido como nicho hematopoyético, que es responsable de
proporcionar a las CTyPH las condiciones adecuadas para su crecimiento. La eviden-
cia reciente indica que, hay varios nichos hematopoyéticos dentro el microambiente
de la MO, incluidos los nichos endosteales, vasculares y el mesenquimal, que ejercen
distintos efectos sobre las CTyPH.[35]

Las células del nicho secretan una amplia gama de proteínas, incluidas citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento que regulan la autorrenovación y diferenciación
de las CTyPH in vivo, las cuales ejercen sus efectos a través de moléculas específicas
(receptores) ubicadas en la superficie celular.[34]
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1.3. Estudio de las células troncales y progenitoras

hematopoyéticas

Al estudiar el crecimiento in vitro de las CTyPH, se deben considerar dos procesos
fundamentales: su capacidad de proliferar y su capacidad de expansión. La prolife-
ración se ha definido como la capacidad que tienen para dividir y generar nuevas
células hijas, independientemente del linaje y etapa de maduración de las células que
se producen; mientras que la expansión se ha definido como la capacidad de células
primitivas para dividirse y generar más células primitivas que retienen características
biológicas de las células originales. [13]
Estos conceptos los ilustro en la figura 1.3.

Figura 1.3: Esquemas de los conceptos de expansión,mantenimiento y pérdida celular.
En todos los casos hay proliferación (incremento en el número celular);en la primera
ilustración existe un mantenimiento de la población celular que le dio origen. En
el segundo esquema, la población inicial se incrementó, es decir, hubo expansión; o
también puede darse el caso de que células con características de la población inicial
ya no se encuentren entre las células generadas y esto implica una pérdida,ilustrada
en el tercer esquema.
Modificado de [36]

A nivel celular, la autorrenovación de las CTH ocurre durante la división celular. De
manera conceptual, las CTH pueden someterse a 3 tipos de eventos de división celular:
1) la autorenovación simétrica generando dos CTH, 2) la diferenciación simétrica que
genera dos células progenitoras hematopoyéticas y 3) la autorrenovación asimétrica
que genera una CTH y una CPH.[37]
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Debido a que las CTyPH no pueden identificarse por criterios morfológicos y tomando
en cuenta que las divisiones celulares de autorrenovación son difíciles de rastrear
directamente en tiempo real, se han utilizado y evaluado mediante ensayos funcionales
y análisis inmunofenotípicos.

La inmunofenotipificación es el análisis de poblaciones celulares heterogéneas que
permite identificar la presencia y la proporción de las diversas poblaciones de interés.
Para ello se utilizan anticuerpos que identifican a las células mediante la detección
de antígenos específicos (marcadores) expresados en la membrana de estas células.
Las estrategias de tinción de citometría de flujo han llevado a métodos en donde se
utilizan dos o más anticuerpos simultáneamente cada uno junto con un fluorocro-
mo asociado diferente para poder así identificar y cuantificar una población celular
determinada.[38]

Los ensayos funcionales para determinar el número y la integridad funcional de las
CTyPH se pueden realizar en sistemas in vivo en donde se introducen CTH en anima-
les irradiados para así determinar su capacidad para reconstituir al sistema hemato-
poyético después de varias semanas después del trasplante. Para esto, el receptor debe
ser un animal inmunodeficiente, por ejemplo, ratones con inmunodeficiencia combina-
da grave (SCID) o ratones NSG, los cuales tienen mutaciones específicas que producen
una deficiencia de linfocitos evitando que se rechacen tejidos que no son propios, de
esta manera no habrá rechazo mediado por las células inmunes del huésped [39]; y
ensayos in vitro. Para este trabajo nos enfocamos en los siguientes ensayos funcionales
in vitro:

Ensayos de formación de colonias

El potencial de formación de colonias hematopoyéticas en medios semisólidos ha sido
ampliamente utilizado para estudiar a las CTyPH in vitro. Estos ensayos determinan
la presencia de unidades formadoras de colonias (UFC),es decir, la proliferación y
capacidad de diferenciación de los progenitores hacia el linaje mieloide, eritroide o
megacariocítico y no refleja la actividad de las células troncales realmente. Los ha-
llazgos de los primeros experimentos funcionales también sirvieron para establecer la
importancia de los ensayos clonogénicos7 para detectar y cuantificar células que no
son morfológicamente identificables y surgió la necesidad de asignarles nuevos nom-
bres funcionales para conferirles especificidad: CFU-G, CFU-M, CFU-GM, BFU-E,

7Un ensayo clonogénico o ensayo de formación de colonias es un ensayo de supervivencia celular
in vitro basado en la capacidad de una sola célula de formar una colonia. Para que se defina como
colonia debe constar de al menos 50 células.[40]
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CFU-E, etc.[41].

Ensayo de LTC-IC

Para evaluar la presencia de CTH, este ensayo se basa en la capacidad de las CTH para
iniciar y mantener la producción de células hematopoyéticas durante varias semanas
en cultivos que incluyen una capa alimentadora de células del estroma en presencia o
en ausencia de citocinas exógenas [42].

Los ensayos de cultivo a largo plazo (LTC) se realizan cultivando células hemato-
poyéticas sobre una monocapa adherente de células estromales primarias o de líneas
celulares. Se utilizan medios de cultivo especializados para asegurar la supervivencia,
autorrenovación, proliferación y diferenciación de células hematopoyéticas primitivas,
incluidas las CTH de largo plazo, durante muchas semanas. Las células que se detec-
tan en los ensayos de LTC se denominan células iniciadoras de cultivo a largo plazo
(LTC-IC; por sus siglas en inglés: long term culture-initiating cells).

Estas células se detectan por su capacidad para generar colonias después de 5 semanas
al menos. Este período asegura que estas células que estaban presentes en la muestra
de células original se puedan diferenciar terminalmente. De esta manera, las colonias
que pueden detectarse después de 4-5 semanas deben haberse generado a partir de
LTC-IC más primitivas [43].

Es de precisar, que este método no necesariamente prueba que las células que sos-
tienen la hematopoyesis in vitro son CTH reales; pues, hasta la fecha, el ensayo de
repoblación in vivo es el único método validado para detectar y medir la función real
de las CTH.

1.4. Fuentes de obtención de células troncales y pro-

genitoras hematopoyéticas

Cuando el sistema hematopoyético de un individuo se vuelve anormal y por lo tanto
la producción de células sanguíneas no es el óptimo debido a alteraciones genéticas
hereditarias o adquiridas, se necesita un trasplante de células hematopoyéticas, es de-
cir,las células de la médula ósea deben ser reemplazadas por células hematopoyéticas
funcionales sanas [15, 16].

Los primeros trasplantes en humanos se realizaron a mediados de la década de 1950,
pero fue hasta la década de 1970 que los trasplantes de células troncales y progenitoras
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se volvieron relevantes para el tratamiento de trastornos hematológicos convirtiéndo-
se en una de las principales estrategias terapéuticas y para el desarrollo de nuevas
terapias celulares. [44, 45]

Actualmente se utilizan tres fuentes celulares diferentes para el trasplante hematopo-
yético: la médula ósea, la sangre periférica movilizada y la sangre de cordón umbilical
(SCU), asimismo, se pueden obtener para fines de investigación, con el fin de estudiar
a fondo las condiciones idóneas de cultivo celular para mantener y expandir a las
CTyPH sin perder sus características biológicas originales. El conocimiento adquirido
a partir de la investigación básica ha permitido ampliar el uso de la CTyPH prove-
nientes de SCU en la clínica además de ampliar el conocimiento acerca de la biología
de estas células [46].

1.4.1. Médula ósea y sangre periférica movilizada

La MO, es el sitio donde se lleva a cabo la hematopoyesis y es donde residen las
células troncales y progenitoras hematopoyéticas. Para la extracción de estas células,
el paciente debe estar bajo anestesia general y se realizan aspirados en múltiples
sitios a lo largo de la cresta ilíaca posterior, usando agujas de biopsia de calibre 8
a 11 gauges. Se aspira a la vez más de 20 ml de médula por kilogramo de peso de
donante y se pueden obtener hasta 1.5 litros de una sola colección en general. Todo
el procedimiento puede durar hasta 2.5 horas por lo que es bastante invasivo. Estas
células,posteriormente, se transfieren de una medula ósea sana (donador) al paciente
(receptor) con el fin de repoblar la médula ósea que no funciona y reestablecer la
producción y las funciones de todos los linajes hematopoyéticos. Sin embargo, hay
que considerar algunos riesgos que pueden ocurrir como sangrado, infección, dolor
local y el desarrollo de la enfermedad de injerto contra hospedero (EICH) ocasionada
por el rechazo inmune por parte del receptor, por lo que una de las cosas a considerar
es que el donador sea lo más parecido posible inmunológicamente al receptor; esto se
realiza con base a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (HLA
clase I y II) las cuales difieren dependiendo del parentesco [46, 47].

También se pueden realizar trasplantes de CTH y CPH a partir de la sangre de un
donador sano, como es el caso de la sangre periférica movilizada, en donde se requiere
el uso de algunos agentes como el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) o Plerixafor los cuales permiten que las células primitivas salgan a circulación
a través de un mecanismo que involucra la interrupción del eje SDF-1 / CXCR4.
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El eje SDF-1 / CXCR4 desempeña un papel fundamental en la retención o salida de
las células troncales del nicho. SDF-1 es una quimiocina secretada por osteoblastos
de MO y células del estroma. Es un potente quimioatrayente, que causa la inactivi-
dad y retención de las CTH de la médula a través de su interacción con el receptor
CXCR4 en la membrana de las CTH. G-CSF provoca la movilización de las CTyPH
indirectamente al expandir los granulocitos que activan las elastasas de neutrófilos
y otras metaloproteinasas de matriz. Estas enzimas causan la interrupción del eje
SDF-1 / CXCR4, promoviendo la “salida” de estas células a circulación. Plerixafor,
por otra parte, es un antagonista reversible del CXCR4, inhibe SDF-1 promoviendo
la movilización de CTyPH, sin embargo resulta ineficaz como agente independiente
por lo que puede administrarse al final de un período de 4 a 5 días de haber adminis-
trado G-CSF, asimismo,estos agentes movilizadores pueden provocar algunos efectos
adversos en el paciente [48, 49].

Es importante resaltar que obtener CTyPH de ambas fuentes presenta desventajas
clínicas y biológicas; en primera instancia, se necesita encontrar a un donador com-
patible y el grado de coincidencia de moléculas de histocompatibilidad debe ser alta
para asegurar el injerto. Asimismo, el paciente debe pasar por procedimientos quirúr-
gicos o químicos, lo cual implica una menor disponibilidad de fuentes para obtener
estas células.

1.4.2. Una fuente alternativa: sangre de cordón umbilical

La tercer fuente es la sangre de cordón umbilical, la cual fue utilizada por primera
vez en 1988 cuando Broxmeyer y colaboradores exploraron el potencial de las células
troncales y progenitoras de sangre de cordón umbilical (SCU) para su uso en la clí-
nica. Tomaron como base el antecedente de que éstas células podían mantenerse en
cultivos de largo plazo durante muchas semanas, con potencial de autorrenovación y
de proliferación de células progenitoras in vitro, por lo que, en cantidades suficientes
podían ser utilizadas en trasplantes hematopoyéticos. Como resultado y en colabora-
ción con diversas instituciones, se llevó a cabo el primer trasplante exitoso de SCU
realizado por la doctora Eliane Gluckman para el tratamiento de anemia de Fanconi
en 1988 en el Hospital Saint Louis de París[50, 51].

Desde entonces, se han reportado logros significativos en términos de nuestra com-
prensión de la biología de células troncales y progenitoras hematopoyéticas derivadas
de SCU. Más de 45,000 trasplantes de células troncales y progenitoras obtenidas a
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partir de esta fuente se han realizado, tanto en niños como en adultos, para el tra-
tamiento de enfermedades incluidas las hematológicas, inmunológicas y neoplasias.
Además, se han establecido bancos de sangre de cordón umbilical en donde se alma-
cenan unidades de SCU en bancos públicos y privados en todo el mundo.[52]

En México, el Banco de Células Troncales del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) ubicado en el Centro Médico Nacional de La Raza, el cual fue inaugurado
en 2005, está entre los primeros cinco mejores del mundo por su productividad en la
recolección y almacenamiento de células troncales para trasplante.[53]

1.4.3. Ventajas y desventajas del uso de la sangre de cordón

umbilical para trasplantes hematopoyéticos

Durante los últimos 30 años, la SCU ha demostrado ser una excelente fuente de
obtención células hematopoyéticas ya que posee varias ventajas sobre las dos fuentes
anteriores.
La recolección de SCU implica una venopunción del cordón umbilical cortado, seguido
de drenaje por gravedad en una bolsa de sangre estéril con anticoagulante usando
un sistema cerrado similar al utilizado para la extracción de sangre completa. Esta
técnica permite la recolección de aproximadamente 80 a 160 ml de sangre de cordón
umbilical, por lo tanto, en términos prácticos, esta recolección es un procedimiento
relativamente simple sin riesgo para la madre o el bebé.[54, 46]

El contenido relativo de células troncales hematopoyéticas y progenitoras en una
unidad SCU es mayor que en una colección de MO o de SPM, sin embargo no solo
existen diferencias cuantitativas entre las células de estas fuentes, sino que también,
las poblaciones celulares son intrínsecamente distintas en términos funcionales. Varios
estudios han confirmado algunas ventajas biológicas de CTyPH provenientes de SCU
a partir de diversos estudios en cultivos in vitro.[13]

En primera instancia, los potenciales de proliferación y expansión 8 de las células
troncales y progenitoras provenientes de SCU son significativamente más altos que
los potenciales observados en células derivadas de las otras fuentes. A manera de
ejemplo,nuestro grupo también ha realizado distintos estudios,en donde se reportan
las cinéticas de proliferación y expansión in vitro de las fracciones celulares hemato-
poyéticas enriquecidas para células Lin- CD34+, que se obtuvieron de las 3 fuentes y

8Evaluada por la presencia de células formadoras de colonias, es decir, progenitores capaces de
dar lugar a colonias hematopoyéticas de diferentes linajes en un medio semisólido.
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se observó que, en efecto, cuando se cultivaba en medios líquidos con una combinación
de citocinas, las células de SCU mostraron un potencial de proliferación y expansión
significativamente mayor que las células adultas, como se muestra en la figura 1.4.
[55, 56, 57]

Figura 1.4: Cinética de proliferación y expansión de células Lin- CD34+ de sangre
del cordón umbilical (SCU), médula ósea adulta (MO) y sangre periférica movilizada
(SPM) en cultivos libres de suero y con citocinas. Se determinó la generación de
células nucleadas totales (A) y células formadoras de colonias o CFC (B) durante
todo el cultivo (la línea roja corresponde a las colonias de SCU y la línea azul a las
de SPM y MO.)
Los resultados en A representan la media ˘ DE (n = 14 - 21) y corresponden al
incremento en veces observado en diferentes puntos de tiempo, en comparación con el
día 0. Los valores de SCU son significativamente más altos (p <0.05) que los valores de
MO y SPM. Los resultados en B corresponden al día 20 de cultivo (día de aumento
máximo). Los valores de SCU son significativamente más altos (P <0.05) que los
valores de MO y SPM. Modificado de [13]

Asimismo,se ha encontrado que el nivel de expresión (número de moléculas por célula)
del antígeno CD34 en las células provenientes de SCU es significativamente mayor que
en las células de fuentes adultas, así como la incidencia de células iniciadoras de cultivo
a largo plazo (LTC-IC) [58, 59, 60].
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Estas diferencias, entre las CTyPH proveneintes de SCU en comparación con las otras
fuentes se deben a sus características biológicas, por ejemplo, poseen telómeros signi-
ficativamente más largos que sus homólogos de fuentes adultas, lo cual les otorga un
potencial de proliferación mayor; en la regulación de su ciclo celular, la mayoría de
las CTH está en un estado inactivo (G0) y por el contrario, la proporción de células
que están en ciclo aumenta significativamente en el compartimento de células proge-
nitoras. Algunos estudios (in vitro) demostraron el 97,5% de las células CD34+ de
SCU están en la fase G0 / G1 del ciclo celular, mientras que esta proporción es más
baja (88%) en poblaciones de células similares en fuentes como MO. Asismismo, al
evaluar estas células en cultivos líquidos suplementados con plasma de SCU, con o
sin citocinas, las células salen de la fase G0 / G1 más rápidamente que las células
adultas. Por lo que la salida rápida de la fase G0 / G1 del ciclo celular, en respuesta
a citocinas particulares, confiere a las CTyPH una ventaja funcional sobre sus con-
trapartes adultas.[61] En conjunto, estos resultados sugieren que las células CD34+
provenientes de SCU son más sensibles a la estimulación de citocinas, y por lo tanto
son candidatos más adecuados para la expansión (ex vivo) que las células de fuentes
adultas.

Otra diferencia es la expresión de algunos genes evaluados a partir de análisis de trans-
criptómicos, que contribuyen a la activación de vías de señalización de ciertos factores
de transcripción,por ejemplo, se ha reportado que algunos se expresan en niveles más
altos en células provenientes de SCU, factores como GATA-2,Id1, c-Fos,FosB y jun-
B. Asimsimo, en un estudio se reporta que la elevada expresión de los genes GATA
e Id probablemente juega un papel en el mantenimiento de un fenotipo primitivo, y
que los factores de transcripción Fos y jun conducen a una mayor proliferación de las
células provenientes de SCU en comparación con las células adultas [62, 13]. En cuan-
to a la producción de citocinas,también se han reportado diferencia entre las celulas
provenientes de SCU y MO. Las células hematopoyéticas neonatales y adultas poseen
diferentes requisitos de citocinas hematopoyéticas;al respecto, es de destacar, que las
células de adultos parecen requerir concentraciones más altas de citocinas para lograr
respuestas similares a las de las células neonatales [13, 63, 64].

Por ejemplo, en un estudió se observó que en ausencia total de citocinas exógenas,
las células CD34+ de MO no pudieron producir colonias, mientras que, en cultivos
de células CD34+ de SCU, se produjo un número reducido de colonias. A partir de
estos resultados, los autores especularon que aunque las células CD34+, provenientes
de ambas fuentes pudieran producir GM-CSF e IL-3; los autores, evaluaron por RT-
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qPCR que las células provenientes de SCU producen estas citocinas en mayor cantidad
[65].

En cuanto a ventajas clínicas, dadas las características celulares, la coincidencia de
moléculas de histocompatibilidad es menos restrictivo, pues las tasa de desarrollar
EICH es la más baja en estas 3 fuentes. Debido a la inmadurez de algunas de las
poblaciones de células inmunes en SCU, los criterios de coincidencia de HLA son
4–6/6, lo cual es menos estricto que para las fuentes adultas. Además, hay una mayor
disponibilidad de muestras de SCU pues son más fáciles de obtener [52].

Como mencioné anteriormente, en comparación con las otras dos fuentes, la SCU
posee una mayor frecuencia de células hematopoyéticas primitivas, incluyendo CTH,
así como progenitores mieloides bipotentes, eritroides primitivos y multipotentes. Sin
embargo, según la experiencia clínica informada hasta ahora, utilizar células de SCU
en la clínica es complicado debido al hecho de que el volumen de una unidad de
MO o SPM recolectado de un sujeto adulto es varias veces mayor que el volumen
recolectado de una unidad de SCU; en consecuencia, el número real de células CD34+
presentes en una unidad de médula ósea o de sangre periférica movilizada, siempre
será significativamente mayor que el número de células CD34+ en cualquier unidad
de sangre de cordón umbilical [66].

Por lo tanto, el contenido relativamente bajo de células nucleadas totales,en donde
estarían incluidas las CTyPH en una unidad de SCU se ha reconocido como la ra-
zón principal de la recuperación hematopoyética tardía, un injerto9 más pobre y en
algunos casos una menor tasa de supervivencia. En la clínica, se ha establecido la
aplicación de una dosis celular de 2.5–3.0 x 107 células nucleadas totales por kg del
peso corporal del paciente como el número mínimo de células necesario para el injerto
de SCU. Esta es una dosis celular que generalmente se puede lograr con una sola uni-
dad de SCU si el paciente es un niño, sin embargo, una sola unidad no es suficiente
para adultos de más de 60 kg de peso. Por lo tanto, uno de los principales desafíos
con la SCU es encontrar formas de aumentar el número de CTyPH o bien, mejorar
la proporción de CTH sin alterar el número absoluto de células infundidas[67].

9El injerto se define con mayor frecuencia como un recuento absoluto de neutrófilos ą 500 células
por µl durante tres días consecutivos. Cuando hay injerto significa que las nuevas células están
funcionando correctamente y están comenzando a reconstruir la hematopoyesis por lo que marca el
inicio del proceso de recuperación.



Capítulo 2

Antecedentes

El uso de la SCU como una fuente alternativa de células hematopoyéticas representa
un tratamiento fundamental para enfermedades hematológicas y no hematológicas, sin
embargo, como ya mencioné anteriormente, la principal limitación de la SCU es el bajo
número de CTyPH, lo que conduce a tiempos de injerto prolongados y/ o riesgo de
infecciones. Se han desarrollado diferentes enfoques como estrategias para aumentar
el número absoluto de células de SCU trasplantadas. Estos incluyen la coinfusión de
dos unidades diferentes de SCU no manipuladas en un solo paciente; la coinfusión de
células de SCU junto con sangre periférica haploidéntica con un empobrecimiento en
células T y la coinfusión de células de SCU junto con CTyPH de una unidad de SCU
diferente que se ha expandido previamente ex vivo [15].

Dada su importancia clínica, algunos laboratorios han intentado desarrollar condicio-
nes que estimulen la autorrenovación de CTH ex vivo, extrapolando el conocimiento
que se tiene acerca de los factores internos y externos que regulan las funciones de
estas células y así simular o aplicar éstas condiciones en cultivos in vitro.

2.1. Expansión ex vivo de células troncales y proge-

nitoras hematopoyéticas

Actualmente, existen dos fuentes biológicas principales para la generación in vitro
de CTyPH humanas:células frescas obtenidas de la MO, sangre periférica o SCU y
células troncales pluripotentes1; éstas últimas, son células inmaduras e indiferencia-

1Hasta ahora se han caracterizado dos tipos de células troncales pluripotentes: aquellas obtenidas
de la masa celular interna del blastocisto, también conocidas como células troncales embrionarias,

21



CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES 22

das capaces de autorrenovarse y de dar lugar a células de las tres capas germinales
(ectodermo, mesodermo y endodermo), y que, bajo condiciones especiales de cultivo
in vitro, tienen el potencial de formar cualquier célula completamente diferenciada
[69].

Generación de CTH y células sanguíneas maduras a partir de células troncales pluri-
potentes se ha abordado utilizando tres métodos diferentes: a través de la formación
de cuerpos embrioides; a través de co-cultivos con capas alimentadoras; y a través de
un plato recubierto de matriz extracelular que promueve la diferenciación, sin embar-
go, hasta la fecha no existen datos sobre el uso clínico de CTH derivadas de células
troncales pluripotentes humanas [15, 70].

Los esfuerzos de expansión ex vivo de CTyPH se basan principalmente en protocolos
para expandir células CD34+ humanas. Por lo tanto, el crecimiento ex vivo de las
células hematopoyéticas requiere que algunos de los elementos y condiciones de nicho
se reproduzcan en cultivo, de modo que las CTyPH puedan funcionar en escenarios
similares a los encontrados in vivo. En consecuencia, la proliferación, expansión y
diferenciación de células hematopoyéticas puede tener lugar en cultivo cuando las
condiciones adecuadas están presentes. La proliferación celular se define como la pro-
ducción de nuevas células a partir de una población celular particular, independien-
temente del linaje y la etapa de maduración de las células que se producen. Por lo
tanto, la proliferación ex vivo de una población celular puede determinarse simple-
mente cuantificando el número total de células generadas en cultivo [71].
El potencial de expansión de una población celular particular se puede definir como su
capacidad para generar nuevas células que poseen características inmunofenotípicas
y/ o funcionales presentes en la población inicial; por ejemplo, la expansión de las
células progenitoras se puede determinar evaluando la generación de nuevas células
CD34 o CFCs; mientras que la expansión de células troncales puede determinarse
evaluando la generación de LTC-IC [71].

2.1.1. Enfoques experimentales

Dos puntos importantes a considerar en protocolos de expansión son: a)la población
de células iniciales (con las que se empieza el cultivo) y b) las condiciones particulares
de cultivo, esto incluye: el tipo de medio de cultivo, la frecuencia de cambio de medio,

y las generadas experimentalmente mediante la reprogramación de células somáticas a través de
introducción de genes específicos, por ejemplo,Oct4, Sox2, Nanog, Klf4, c-Myc, estas células son
conocidas como células troncales pluripotentes inducidas(iPSC, por sus siglas en inglés) [68].
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la temperatura, la densidad celular, la presencia o ausencia de suero, la presencia o
ausencia de células estromales y la combinación de citocinas, entre otras [72]. Res-
pecto al primer punto, la selección de la población de células para iniciar el cultivo
es un aspecto clave en los protocolos de expansión ex vivo, ya que se ha demostrado
que la etapa de desarrollo de una célula hematopoyética dicta su comportamiento
biológico. Por ejemplo, las poblaciones más primitivas de células CD34+ poseen un
mayor potencial de expansión a comparación de células maduras [71]. Tanto las CMN
como las fracciones celulares particulares, ya sea enriquecidas para células primitivas
o purificadas, han sido utilizadas por varios grupos. Aunque se ha observado cierta
expansión al cultivar CMN, el consenso actual sugiere que se obtienen mejores resul-
tados cuando la población de células iniciales contiene cierto grado de enriquecimiento
para las células hematopoyéticas primitivas (CD34 o CD133),esto también se reportó
en un estudio realizado en nuestro laboratorio [73]. Tomando en cuenta lo anterior,
nuestro laboratorio ha realizado estudios y probado distintas estrategias de expansión
a partir de poblaciones celulares diferentes y con distintas condiciones de cultivo, las
cuales incluyen:

Citocinas hematopoyéticas.

En términos de las condiciones de cultivo, el común denominador en todos los proto-
colos de expansión hasta ahora ha sido la presencia de citocinas de acción temprana y
tardía. Los esfuerzos iniciales para expandir las células hematopoyéticas primitivas de
SCU se basaron en el uso de diferentes combinaciones de citocinas hematopoyéticas
recombinantes y se centraron en la expansión de progenitores, al evaluar los incre-
mentos en los números de células en el número de células formadoras de colonias y el
marcador CD34.[74, 75, 76]

Estos estudios demostraron incrementos significativos en el número de CPH; sin em-
bargo, los incrementos reales en el número de células troncales no fueron concluyentes.
[71, 77]

De este modo, los protocolos actuales destinados a expandir las células hematopoyéti-
cas primitivas de SCU incluyen citocinas recombinantes como parte de las condiciones
de cultivo, independientemente de la presencia de otras moléculas y / o de células
adyuvantes. Entre las diferentes citocinas que participan en la hematopoyesis, las de
acción temprana inducen la autorrenovación, por ejemplo el stem cell factor (SCF) o
factor steel, el ligando para Flt3 (Flt3-L) y la trombopoyetina (TPO) las cuales son
esenciales para favorecer la expansión in vitro [78, 79].
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La adición de citocinas de acción intermedia, como la interleucina-3 (IL-3) y el factor
estimulante de colonias de granulocitos macrófagos (GM-CSF), tienen un efecto po-
sitivo en la generación de progenitores comprometidos. Asimismo, se ha encontrado
que combinaciones particulares de citocinas de acción intermedia y tardía inducen
selectivamente la generación de progenitores comprometidos hacia linajes específicos.
Cabe mencionar que el tipo y número de colonias varía según la fuente celular, la
población celular con la que se inició el cultivo y las citocinas utilizadas, sin em-
bargo todavía existe cierta controversia con respecto a la forma en que las citocinas
favorecen selectivamente un linaje celular particular sobre los demás;aunque algunos
modelos de diferenciación en torno a esto ya se han propuesto.[80]

En el laboratorio se han probado diferentes combinaciones de citocinas hematopoyé-
ticas, las cuales han permitido obtener incrementos en veces mayores de células posi-
tivas a CD34 al añadir citocinas de acción temprana, intermedia y tardía.[55, 36, 73]
Muestro un ejemplo de estos estudios en la figura

Figura 2.1: Cinética de proliferación de células enriquecidas CD34+ en cultivos líqui-
dos con las siguientes condiciones: sin citocinas (control); SF + IL-6; SF + IL-6 +
IL-3 + EPO (ECM); SF + IL-6 + GM-CSF + G-CSF+ (MCM), o SF + IL-6 + IL-3
+ EPO + GM-CSF + G-CSF (E / MCM). Los resultados representan la media de
8 a 12 experimentos y corresponden al incremento en veces en comparación con el
día cero. La condición seis citocinas (SF, IL-6, IL-3, EPO, GM-CSF y G-CSF) fue en
donde se observó un mayor incremento en veces(incrementa 750 veces en el día 25.)
Modificado de [36]

Co-cultivos con células estromales.

Tomando en cuenta que el desarrollo in vivo de las CTyPH se lleva a cabo en estrecha
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asociación con las células del microambiente,se han establecido cultivos ex vivo en los
que las células del estroma se utilizan como capas alimentadoras. Para este fin, se
han evaluado diferentes tipos de células del estroma, incluidos el estroma primario de
médula ósea, células endoteliales, líneas celulares de estroma y especialmente células
troncales mesenquimales, las cuales pueden diferenciarse en células mesenquimales de
médula ósea que constituyen al nicho hematopoyético. [71]

El co-cultivo de CTyPH con una capa alimentadora busca imitar las redes celulares
que existen en el nicho de las CTyPH. Los efectos que se buscan son generar un
contacto directo célula- célula que proporcionan no solo soporte físico sino también
señales reguladoras y la producción de proteínas reguladoras solubles como citocinas,
quimiocinas y otros factores secretados por las células del estroma, pues éstas regulan
la autorrenovación, la proliferación y diferenciación. Sin embargo, el microambiente
hematopoyético es un sistema tan complejo que es difícil de replicar con precisión
in vitro. [81] No obstante, con estas condiciones de cultivo, se obtienen resultados
favorables cuando se permite el contacto directo entre células estromales y las células
CD34, lo que sugiere que la participación de las moléculas asociadas a las células y
las citocinas unidas a la membrana también es importante. Un estudio de nuestro
laboratorio reportó incrementos significativamente mayores en el número total de
células y la expansión de CPH en cultivos de células CD34 con células mesenquimales
humanas y adicionando citocinas en comparación con las condiciones sin contacto y
sin capa alimentadora.[82]

Cabe mencionar que cuando los cultivos se complementan con citocinas de acción
temprana, intermedia y tardía, la presencia de una capa alimentadora de células
mesenquimales no es necesaria para la producción de progenitores comprometidos o
células maduras. Sin embargo, sí se requieren para la generación ex vivo de CTH.

Una limitación importante cuando se cultivan células hematopoyéticas primitivas es
el hecho de que las células se van diferenciando, las cuales, a su vez, producen y
secretan moléculas, que pueden ejercer señales inhibitorias que afectan el crecimiento
de las CTyPH. Tomando en cuenta lo anterior, nuestro laboratorio aplicó un enfoque
experimental en donde se realizaba una eliminación continua de células maduras del
cultivo para así evitar la acumulación de reguladores negativos. Las células Lin-, por
otro lado, se seleccionan se vuelven a cultivar durante varios días manteniendo la
densidad de células primitivas en el cultivo[83]. Estos resultados se reportaron en
[84].
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Ligandos de la vía de señalización Notch en el cultivo.

La autorrenovación y la diferenciación multilinaje dependen de la expresión y la acti-
vidad de vías de señalización, incluidas las que involucran moléculas clave como Wnt,
β-catenina y Notch. Entre ellos, la vía de Notch es de particular importancia. En
mamíferos, existen cuatro receptores Notch (Notch 1-4) y se han descrito 5 ligandos
(Delta 1, 3 y 4 y Jagged 1 y 2). Dentro del sistema hematopoyético, se ha demostrado
que la señalización de Notch regula el desarrollo de algunas células del sistema hema-
topoyético y su activación en las CTH en la médula ósea tiene un papel definitivo en
su mantenimiento y diferenciación.[85, 86] A partir de lo anterior, nuestro laboratorio
estableció un enfoque experimental en donde se cultivaron células CD34+ CD38- Lin-
con las citocinas SCF, FL, TPO, IL-3, IL-6, GM-CSF y G-CSF en presencia de la
línea celular OP9 transducida con el gen Delta 1. En estas condiciones, reportaron
un incremento de 21 veces en la población celular CD34+ CD38- Lin-, mientras que
en cultivos establecidos en presencia de citocinas y otros células mesenquimales, o
solo en presencia de citocinas, el número de estas células aumentó 2.4 y 0.9 veces
respectivamente con respecto al control.

Algunos de estos enfoques de expansión ya se han llevado a la clínica por otros grupos,
sin embargo en la mayoría de los estudios informados hasta la fecha, las células expan-
didas se han infundido en pacientes junto con células no manipuladas. Esto porque
los investigadores temen que los protocolos de expansión puedan inducir incrementos
en los números de progenitores a expensas de los niveles de células troncales o que las
condiciones de expansión ex vivo utilizadas, induzcan algunos cambios en la biología
de las células expandidas, de modo que no puedan persistir a largo plazo después del
trasplante. Con respecto a este último punto, un estudio reciente de nuestro labo-
ratorio mostró que las células que se generan in vitro difieren significativamente en
términos de patrones transcripcionales y capacidades de crecimiento en comparación
con las células obtenidas directamente de unidades de SCU frescas. En este estudio
se reportó que las células generadas en cultivo mostraron un contenido deficiente de
células iniciadoras de cultivo a largo plazo y un marcado sesgo de diferenciación hacia
el linaje mieloide.[87]

Con el progreso en la comprensión de los mecanismos moleculares y celulares que
regulan el mantenimiento y la expansión de CTyPH,también se han desarrollado
enfoques in vitro que incluyen la regulación de factores de transcripción, regulación
del ciclo celular, regulación de la telomerasa y la adición de agentes modificadores
de cromatina.[81] Por lo tanto, la expansión ex vivo requiere enfoques que den como
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resultado divisiones simétricas de CTyPH y por lo tanto, autorrenovación de CTH
sin diferenciación y/o apoptosis.

2.2. Moléculas pequeñas

A partir del año 2013, se empezaron a utilizar moléculas pequeñas que han demostra-
do ser herramientas relevantes para investigar sistemas biológicos y para el desarrollo
de estrategias de reprogramación celular y expansión de células troncales para su po-
sible aplicación en medicina regenerativa.[88]
El término “molécula pequeña” se refiere a compuestos orgánicos (que pueden ser
naturales o sintéticos) con pesos moleculares de entre 500 y 1,000 g/mol. La identifi-
cación de moléculas pequeñas (screening molecular) se ha convertido en un método
común para identificar compuestos que producen fenotipos biológicos terapéutica-
mente deseables o modular un proceso biológico particular, pueden ser: orientadas a
producir algún fenotipo; alterando la división celular, metabolismo, adhesión, viabi-
lidad o localización de proteínas; o basadas en macromoléculas como objetivos, por
ejemplo, se puede purificar una proteína y luego identificar compuestos que puedan
modificar la función de ésta. Las moléculas pequeñas también pueden tener como
objetivo a las vías de transducción de señales (por ejemplo, algunos receptores) o
afectar la replicación del ADN, la diferenciación celular, la apoptosis y/o pueden ser
modificadores epigenéticos. [89, 90]

Normalmente, los screenings moleculares son de alto rendimiento, lo que significa que
están optimizados para analizar rápidamente miles de compuestos en paralelo y de
manera automatizada2. Posteriormente se recopilan grandes cantidades de datos con
la ayuda de sistemas robóticos y software de procesamiento produciendo colecciones
de miles de moléculas pequeñas conocidas como "bibliotecas".[89]

De manera reciente, se han examinado bibliotecas de moléculas pequeñas para deter-
minar, las capacidades de autorenovación y diferenciación de células troncales con en-
foques potenciales a medicina regenerativa.[91] La reprogramación química, así como
el establecimiento de condiciones de cultivo para expansión con moléculas pequeñas
ya se ha probado y aplicado en células troncales de distintos sistemas; por ejemplo:

2La identificación de moléculas pequeñas se realizan con lectores de placas estándar que detectan
cambios en absorbancia, fluorescencia o electroquimioluminiscencia, pues algunos ensayos involu-
cran genes reporteros. Los ensayos in vitro incluyen transferencia de energía enzimática o ensayos
biofísicos.[89]
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Células del sistema nervioso:

Reprogramación de células somáticas a células troncales neurales usando com-
binaciones de moléculas pequeñas.[21, 92, 93]

Producción de células neuronales mediante inducción química.[94, 95]

Células cardiacas:

Conversión directa de fibroblastos a cardiomiocitos funcionales mediante la com-
binación de moléculas pequeñas.[96, 97, 98]

Células hepáticas:

Conversión de hepatocitos de rata y ratón a células progenitoras hepáticas bi-
potentes. [99]

Conversión de hepatocitos humanos a células progenitoras hepáticas bipotentes.
[100, 101, 102, 103]

Asimismo, se han empleado moléculas pequeñas para reprogramar células somáticas
a células troncales pluripotentes inducidas.[104, 105]

El uso de moléculas pequeñas para reprogramación celular es una opción atractiva
para aplicaciones clínicas, pues es económica y fácil de controlar en función de la
concentración y el tiempo. Además presentan otras ventajas; son permeables a las
células, no son inmunogénicas (otros métodos de reprogramación son inapropiados
para aplicaciones clínicas porque conllevan el riesgo de integrar factores genéticos
exógenos o utilizar oncogenes), más rentables y más fáciles de sintetizar, preservar
y estandarizar. Además, sus efectos sobre la inhibición y/o activación de la función
de proteínas específicas son a menudo reversibles y pueden ajustarse con precisión
variando las concentraciones.[88, 104]

Se han presentado datos similares en el contexto de las CTyPH humanas, en donde
se han utilizado moléculas pequeñas diferentes en combinación con citocinas recombi-
nantes que han demostrado efectos significativos sobre la expansión ex vivo de células
de SCU inmaduras (CTH y diferentes tipos de progenitores),dando lugar a nuevas
moléculas pequeñas para la expansión ex vivo de CTyPH. [37]

Sin embargo, falta por evaluar las combinaciones de algunas moléculas pequeñas en
cultivo.
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2.2.1. UM171

En el 2014, un grupo de la universidad de Montreal, Canadá dirigido por el Dr. Guy
Sauvageau examinó una biblioteca de 5280 compuestos de bajo peso molecular por su
capacidad para expandir células de sangre periférica movilizada CD34 + CD45RA-
humanas, que están enriquecidas en CTH de largo plazo, de las cuales se identificó
a una familia de moléculas pequeñas que estimulan la expansión ex vivo de CTH de
SCU capaces de reconstituir la hematopoyesis durante al menos 6 meses en ratones in-
munosuprimidos dentro de las cuales se encontraba UM171.[106, 107] Las propiedades
de UM171 lo convierten en un candidato potencial para el trasplante hematopoyético
pues en combinación con citocinas hematopoyéticas y un medio libre de suero, tiene
la capacidad de facilitar el mantenimiento y la expansión de de CTyPH in vivo.

UM171 es un derivado pirimidoindol 3 y es un inductor de autorrenovación, por lo que
estimula la expansión ex vivo de las CTH estableciendo un equilibrio crítico entre los
mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios claves para la autorrenovación.[109]
Su estructura química está ilustrada en la figura 2.2.

En cuanto a su mecanismo de acción, se sabe que UM171 induce una fuerte señaliza-
ción proinflamatoria dependiente de NF-κ β junto con una respuesta antiinflamatoria
mediada por EPCR (receptor de la superficie celular para la proteína C activada y
es esencial para la anticoagulación y para mediar las señales antiinflamatorias) con-
duciendo a la autorrenovación de las CTH. Es decir, UM171 coordina estas 2 vías
distintas.

Anteriormente se reportó la dosis-respuesta óptima de UM171 para la expansión de
las CTH que es de 35 nM. [107, 110] Cuando la concentración es alta eventualmente
conducen a una proliferación celular reducida y a una inflamación elevada (mayor a
0.125 µM.) Estas células primitivas que presentaron “inflamación alta / proliferación
baja” no lograron expandirse ex vivo.

Los análisis de transcriptoma revelan que la exposición a UM171 induce una firma
genética inflamatoria, sobretodo de NF-κ β concluyendo que la señalización proinfla-
matoria es esencial para la expansión de CTyPH inducida por UM171.[109] Además
de esta respuesta proinflamatoria, UM171 también desencadena un ciclo de retroali-
mentación negativa mediado por EPCR el cual protege a las células de la citotoxicidad

3Derivado de pirimidinas, que son aminas heterocíclicas que, a diferencia de las purinas, cuen-
tan únicamente con un anillo en su estructura, por otro lado el indol es un compuesto orgánico
heterocíclico, con estructura bicíclica que consiste en un anillo (benceno) unido a otro (pirrol). [108]
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Figura 2.2: Estructura química de UM171, (1r,4r)-N1-(2-benzil-7-(2-metil-2H-
tetrazol-5- yl)-9H-pirimido [4,5-b]indol-4-yl) ciclohexano-1,4-diamina.
Tomado de: https://molview.org

transmitida por la inflamación, activando un programa de desintoxicación de especies
reactivas a través de EPCR. [109]

Los anterior sustenta un análisis previo de RNA-seq de células cultivadas con UM171,
en donde los genes más regulados al alza codificaban para moléculas de superficie.
Estos genes incluían a EPCR (CD201). [107]

Otra publicación indicó que EPCR es un marcador confiable para CTH de SCU ex-
pandidas con UM171. Recientemente, se demostró que UM171, regula positivamente
la expresión de EPCR en CTH de SCU y que la fracción EPCR + contenía las CTH
injertables. Posteriormente, se identificó a la integrina-α3 (ITGA3) como un marca-
dor funcional de CTH humanas cultivadas con UM171 y mostraron que la expresión
de ITGA3 es suficiente para separar la población primitiva de EPCR + CD90 +
CD133 + CD34 + CD45RA en dos fracciones funcionalmente distintas: a corto plazo
(ITGA3) y potencial de injerto tanto a corto como a largo plazo (ITGA3 +). Por lo
que la expresión de ITGA3 se requiere funcionalmente para el injerto a largo plazo
de CTH de SCU cultivadas. [111]
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2.2.2. OAC-1

En 2012, un grupo del Beckman Research Institute en California, realizó un scree-
ning de moléculas pequeñas con el fin de evaluar la eficiencia de reprogramación del
factor de transcripción Oct4, e identificó al compuesto activador 1 de Oct44 (OAC-1)
como una molécula para aumentar la expresión de este factor de transcripción. A
partir de este estudio, se reportó que OAC-1 facilitaba la reprogramación de células
troncales pluripotentes inducidas mejorando la eficiencia y acortando el tiempo de
reprogramación. [112] Su estructura química se ilustra en la figura 2.3.

Figura 2.3: Estructura química de OAC-1, N-1H-pirrolo [2,3-c] piridin-5-il-benzamida.
Tomado de: https://molview.org

Asimismo, en otro estudio se demostró que la expresión ectópica5 de OCT4 (POU5F1),
junto con una combinación de citocinas, permitía la generación de células progenito-
ras hematopoyéticas humanas a partir de fibroblastos, lo que sugirió que OCT4 tenía
un papel importante durante la diferenciación hematopoyética. [113]

Tomando esto como antecedente, el grupo del Dr. Hal Broxmeyer en el 2015, realizó
un estudio en donde planteaban la hipótesis de que Oct4 podría estar involucrado
en la función y expansión de las CTH, por lo tanto, evaluaron los efectos de OAC-1
en el cultivo ex vivo de células de SCU CD34 + en presencia de un cóctel de citoci-
nas. Encontraron que las células CD34+ tratadas con OAC-1 mostraron un aumento
significativo con respecto a los controles que solo tenían citocinas. Identificaron a

4OCT4 (POU5F1) es un factor de transcripción que participa de manera crítica en la autorreno-
vación de las células troncales pluripotentes y su expresión se usa comúnmente como marcador de
pluripotencia.

5La expresión ectópica es la expresión de un gen en un tejido o un tipo celular donde no se expresa
normalmente.
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HOXB4 6como un gen objetivo de OCT4 y demostraron que el eje OCT4-HOXB4 es
esencial para la expansión de CTH mediada por OAC-1, además determinaron que
la concentración de 500 nM fue óptima para la expansión ex vivo de CTyPH. Así,
estos datos mostraron, por primera vez, que la sobreexpresión de OCT4 mejora la
expansión ex vivo de las CTyPH y sugieren que OCT4 juega un papel esencial en
la autorrenovación. Por lo que la sobreexpresión de OCT4 por OAC-1 promueve la
expansión regulando la expresión de HOXB4. [58]

6En un estudio previo ya se habían identificado a este gen como un regulador importante de la
proliferación de células hematopoyéticas primitivas. Si se sobreexpresa a HOXB4, puede aumentar
selectivamente el potencial proliferativo de las células hematopoyéticas primitivas [114].



Capítulo 3

Planteamiento, justificación e
hipótesis

3.1. Planteamiento

Se han identificado moléculas pequeñas que pueden colaborar con citocinas de acción
temprana para promover la expansión de las CTyPH, por lo que la comprensión de
su mecanismo de acción junto con la evaluación funcional de las células generadas in
vitro debería mejorar considerablemente nuestra comprensión de las vías reguladoras
que rigen la autorrenovación de las CTH y su capacidad de diferenciación.

Toda vez que el trasplante hematopoyético requiere de grandes cantidades de células
para su uso clínico, algunas moléculas pequeñas se han utilizado como fármacos para
dirigir activamente la diferenciación y la autorrenovación de las células troncales pro-
porcionado algunas de las expansiones más importantes de CTyPH humanas hasta
la fecha.

Además, la caracterización del potencial de actividades aditivas y sinérgicas entre
estos agonistas merece ser investigada, ya que esto podría conducir al desarrollo de
plataformas superiores de expansión de CTyPH.

La identificación de condiciones de cultivo eficaces para mantener y posiblemente
expandir a las CTyPH humanas ex vivo es un objetivo importante para las investiga-
ciones hematológicas y para el grupo de investigación. Asimismo, gracias a algunos
estudios previos del laboratorio lograron optimizar las condiciones de cultivo para
mantener y expandir las CTyPH .
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El presente trabajo explora un nuevo enfoque para mantener y posiblemente expandir
las células CD34+, además de que ambas moléculas (UM171 y OAC-1) no han sido
probadas en conjunto anteriormente en ningún estudio, por lo que resulta importante
realizar una caracterización funcional en distintas poblaciones celulares relevantes.

3.2. Justificación

Varias décadas de trasplantes exitosos de médula ósea han demostrado la importan-
cia clínica de las CTyPH, sin embargo, el uso de estas células provenientes de sangre
de cordón umbilical, proporciona muchas ventajas,incluida una mayor recuperación
inmunológica a largo plazo y una disminución de la enfermedad injerto contra hos-
pedero. Sin embargo, los estudios clínicos han indicado que el factor más importante
para la supervivencia del paciente después del trasplante de SCU es la infusión de una
dosis de célular por encima de un umbral mínimo de 3 × 107 células / kg, por lo que
el bajo número de células en unidades de SCU individuales ha limitado la idoneidad
del trasplante en pacientes adultos.

Las estrategias para expandir los números de CTyPH in vitro utilizando moléculas
pequeñas es un enfoque prometedor para generar células clínicamente relevantes para
la medicina regenerativa, por las diversas ventajas que ofrecen.

La modulación extrínseca de las CTyPH resulta ser más práctica para la aplicación clí-
nica en comparación los enfoques in vivo que utilizan vectores virales, debido a la falta
de inmunogenicidad. Entre los múltiples reguladores extrínsecos, las moléculas peque-
ñas químicamente bien definidas se pueden utilizar para regular los procedimientos
intracelulares de forma rápida y reversible mediante el ajuste de su concentración.

Por estas razones, elegimos esta estrategia para nuestro protocolo de expansión ex
vivo de CTyPH.

3.3. Hipótesis

La adición de moléculas pequeñas en cultivo, tendrá un efecto postivo en torno a
la proliferación en los cultivos con aquellas poblaciones que cuenten con un mayor
porcentaje de células CD34+. Asimismo, aquellos cultivos con ambas moléculas, serán
los que presenten una mayor capacidad de expansión en comparación con los cultivos
control y los que cuentan con la presencia de una sola molécula pequeña.
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Objetivos

4.1. Objetivo general

Analizar el efecto de las moléculas UM171 y OAC-1 solas y en combinación
en el cultivo de células progenitoras y troncales de sangre de cordón umbilical
humana.

4.2. Objetivos particulares

Caracterizar las cinéticas de proliferación de células mononucleares, células Lin-
y células purificadas CD34+ y CD34- en presencia de las moléculas UM171 y
OAC-1 solas y en combinación.

Caracterizar las cinéticas de expansión de células mononucleares, células Lin-
y células purificadas CD34+ y CD34- en presencia de las moléculas UM171 y
OAC-1 solas y en combinación.

Evaluar mediante análisis de citometría de flujo si existe expansión y/o mante-
nimiento de poblaciones CD34+.

Conocer si la presencia de la molécula UM171, OAC-1 o en combinación influye
en el mantenimiento de células iniciadoras de cultivo a largo plazo (LTC-IC)
mediante ensayos funcionales.
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Materiales y métodos

5.1. Obtención de muestras de SCU

Las muestras de SCU fueron recolectadas en dos hospitales que corresponden al Ins-
tituto Mexicano del Seguro Social: del área de Tococirugía del Hospital zona No.2-A
Troncoso y del Banco de Células de SCU del Centro Médico Nacional La Raza. La
SCU de fue obtenida mediante punción de la vena umbilical y vaciada por grave-
dad en bolsas de colecta de sangre por el personal del hospital correspondiente y de
acuerdo a la Normas Institucionales y al Comité de bioética de Centro Médico Na-
cional S.XXI. Las muestras de sangre correspondían a embarazos normales a término
de mujeres sanas que no reportaron problemas infecciosos o problemas propios del
embarazo. Cada muestra fue entregada en una bolsa de recolección de sangre con
anticoagulante CPD (citrato 3.27 g/L, dextrosa 25.5 g/L, fosfato sódico monobásico
2.22 g/L) o anticoagulante ACD y con un volumen total de entre 30 y 100 ml. Todas
las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Células Troncales y Progenitoras
Hematopoyéticas de la Unidad de Investigación Médica en Enfermedades Oncológi-
cas en el hospital de Oncología del Centro Médico Nacional S.XXI en condiciones de
esterilidad en campana de flujo laminar.

5.2. Aislamiento de células mononucleares

Como paso previo para la obtención de CMN y dependiendo del volumen de la mues-
tra, se realizó una centrifugación a 1100 rpm durante 9 minutos para recuperar el
concentrado leucocitario (buffy coat) y descartar los eritrocitos y el plasma, este paso
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se realizó en tubos de centrífuga (Falcon) de 50 mL. Se realizaron los pasos siguientes
para cada una de las muestras utilizadas en este trabajo: Después de la centrifuga-
ción, se recuperó la fase intermedia del tubo y se hizo una dilución 1:1 con PBS, para
después hacer un gradiente de densidad con Ficoll (LymphoprepTM).

Para ello, se prepararon tubos Falcon de 50 ml con Ficoll en una relación 3:4, este
último que corresponde a la muestra previamente diluida con PBS. Con cuidado y con
ayuda de una pipeta Pasteur de 10 ml, se depositó en el tubo la muestra sin mezclar
para que quedara por encima del Ficoll y así se formaran dos fases: en la parte inferior
el Ficoll y en la superior la sangre de cordón umbilical. Los tubos se cerraron y se
centrifugaron durante 30 minutos a 1500 rpm. Se recuperó la capa intermedia que
corresponde a donde están las CMN y se pasó a un tubo Falcon de 50 ml limpio para
lavarse con PBS en dilución 1:1 y centrifugación de 1100 rpm por 9 minutos. Se desechó
el sobrenadante y el botón que quedó en el fondo se resuspendió en Medio RPMI+
SFB 5% y 4 antibióticos (eritromicina 1mg/ml,vancomicina 1mg/ml, gentamicina 5
mg/ml,ciprofloxacino 1mg/ml).

Se realizó el conteo celular y se evaluó la viabilidad en una cámara de Neubauer con
Azul de tripano (.4%) y con diluyente de Turk en dilución 1:20 respectivamente y se
sembraron en una caja Petri de poliestireno con medio RPMI Advanced (GibcoTM)
con 2% de SFB y antibióticos, esto para favorecer que células adherentes y células
de linajes no hematopoyéticos como fibroblastos o células endoteliales que pudieran
haber sido desprendidas durante el procedimiento de obtención, queden en el fondo
de la caja. Se dejaron en la incubadora a 37℃ toda la noche.

5.3. Obtención de población enriquecida CD34` Lin-

Para obtener a la población enriquecida se siguió un protocolo de inmunoselección
negativa con el kit EasySepTM Human Progenitor Cell Enrichment Kit. Para ello,
después de obtener las CMN, se colocaron en un tubo estéril de poliestireno de 12x
75 mm un máximo de 60 x 106 células por mL en PBS con SFB al 2% y EDTA
[1mM]. A cada ml de suspensión celular, se añaden 50 µL del cóctel de anticuerpos
para quitar a las células no deseadas (CD2, CD3, CD11b, CD11c, CD14, CD16, CD19,
CD24, CD56, CD61, CD66b, glicoforina A) se mezcla suavemente y se deja incubando
por 15 min a temperatura ambiente.
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Pasado el tiempo de incubación, se añadieron 50 µL/mL del coloide que contiene
partículas magnéticas y se dejó incubando por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, el tubo con la suspensión celular se llevó a un volumen de 2.5 mL
con PBS + SFB al 2% y EDTA [1mM] resuspendiendo por pipeteo, se colocó en el
magneto que viene con el kit y se dejó incubando por 10 minutos. Pasado este tiempo,
se inclinó el tubo y con un solo movimiento se pasó a otro tubo de poliestireno estéril
para recuperar las células no marcadas, este nuevo tubo se colocó en el magneto y se
dejó incubando por 10 minutos. Como paso final, después de la última incubación, se
volteó el tubo y las células no marcadas se colocaron en un tubo Falcon de 15 mL, se
centrifugaron por 9 minutos a 1100 rpm, se desechó el sobrenadante y se resuspendió
en 1 mL de PBS PBS con SFB al 2% y EDTA [1mM]. Se realizó el conteo celular y
se evaluó la viabilidad en una cámara de Neubauer con Azul de tripano (.4%) y con
diluyente de Turk en dilución 1:10 respectivamente.

5.4. Obtención de células purificadas CD34` y CD34-

mediante citometría de flujo:

Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS)

A partir de las poblaciones enriquecidas se realizó una tinción sencilla para citometría
de flujo (Fluorescent Activated Cell Sorting) con 1µl de anticuerpo CD34 APC (Mouse
Anti-Human mAB clona 581 BD PharmingenTM), para cada muestra utilizada con el
fin de separar poblaciones CD34 positivas y CD34 negativas.

Para ello la muestra se resupendió en PBS con SFB al 2% y EDTA [1mM] y se
separaron al menos 50 mil células para la autofluorescencia. Posteriormente en un
tubo estéril de poliestireno se colocó el anticuerpo y la muestra en un volumen no
mayor a 200µl y se dejó incubando durante 20 minutos. Durante este tiempo, se
prepararon dos tubos de poliesterineo estéril con 500µl de medio StemSpan en los
cuales se recolectarán a las células purificadas. Pasado el tiempo de incubación, se
añadieron 250µl de PBS-EDTA y se centrifugó durante 5 minutos a 2500 rpm. Se
decantó el sobrenadante y la muestra al fondo del tubo se resuspendió en 500µl de
PBS-EDTA estéril y se filtró antes de ser llevadas al FACS Aria II (BD; San José,
California).
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5.5. Ensayos de proliferación: cultivos líquidos

Las células correspondientes a las 4 poblaciones celulares, ilustadas en la figura 5.1
fueron cultivadas en medio StemSpanTM (Stem Cell TechnologiesTM) al cual se le
añadió penicilina 10,000 U/mL, estreptomicina 1mg/mL y gentamicina 5mg/L. La
densidad celular inicial a la que se sembraron se indica a continuación:

Figura 5.1: Densidad celular que se sembró al día cero para cada una de las 4 pobla-
ciones celulares. Para las poblaciones purificadas, el número total de células obtenidas
después de su selección por citometría fue entre 25,000 y 9,000 células por pozo para la
población positiva y entre 10,000 y 1,500 células por pozo para la población negativa.

Se sembraron 10 condiciones iniciales para cada una de las 4 poblaciones celulares
como se indica a continuación:
Condiciones sin citocinas:

Condición control

Con UM171 [35 nM]

Con OAC-1 [500 nM]

Con UM171 [35 nM] + OAC-1 [500 nM]

Condición con el vehículo (DMSO al .01% )

Condiciones con las citocinas: SCF, Tpo, Flt3-l, IL-3, IL6 cada una a [10ng/ml]:

Condición control (solo citocinas)

Con UM171 [35 nM]

Con OAC-1 [500 nM]
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Con UM171 [35 nM] + OAC-1 [500 nM]

Condición con el vehículo (DMSO al .01% )

Para determinar el potencial de proliferación se cuantificaron las células nucleadas
totales en los días correspondientes.

5.6. Seguimiento de los cultivos celulares

La duración de los cultivos fue de 20 días.1 Se realizaron cambios de medio completos
cada 5 días, en donde se evaluó el número total de células nucleadas, el contenido
de progenitores mediante ensayos de colonias, tinción para análisis por citometría de
flujo (día 0,10 y 15) y ensayos de LTC-IC (día 0,10 y 15).

5.7. Ensayos de colonias: contenido de progenitores

Después de haber realizado el conteo celular, se tomó un determinado número de
células como se indica en la tabla 5.1 y se sembraron en 500µl de MethoCultTM,
Stem Cell TechnologiesTM, que es un medio semisólido y comúnmente conocido como
metilcelulosa, la cual contiene una mezcla de citocinas que permite la formación de
colonias eritroides, mieloides y/o mixtas.

El tubo Eppendorf que contiene el medio y las células, se pasó por el vórtex unos 5
segundos para permitir la distribución homogénea de las células. Cada tubo, se sembró
en un pozo de una placa con 24 pozos verificando que no se formaran burbujas en
el cultivo. Se dejaron en la incubadora a 37℃ durante 14 días y posteriormente se
contabilizaron las colonias resultantes de cada ensayo.(Ver figura 5.2.)
Para ello, se utilizó un microscopio óptico invertido,se identificaron colonias mieloides
o "blancas"(CFU-G, CFU-M y CFU-GM), colonias eritroides o rojas"(CFU-E y BFU-
E) y en algunos casos también se contabilizaron colonias mixtas.

El número total de colonias se utilizó para calcular la expansión de los progenitores
a lo largo del cultivo, es decir cuánto aumenta la cantidad de células que siguen
teniendo características funcionales de células progenitores a lo largo del cultivo y en
cada condición.

1Algunos cultivos fueron de menor duración ya que en ciertos días no había células suficientes
para hacer una resiembra, como fue el caso de algunas condiciones para las CMN y para las células
purificadas CD34 negativas.
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Figura 5.2: Esquema de trabajo para la siembra de los ensayos de colonias.Obtenido
en: www.stemcell.com

Día CMN Enriquecidas Lin- Purificadas CD34+ Purificadas CD34-
0 10,000 500 300 300
5 10,000 800 500 1,000
10 12,000 1,000 800 1,200
15 15,000 1,200 1,000 1,500
20 18,000 1,500 1,200 1,800

Tabla 5.1: Número de células utilizadas para la siembra de los ensayos de colonias.Los
números corresponden a las 4 poblaciones celulares que se utilizaron.El número de
células va en aumento cada día tomando en cuenta que la proporción de progenitores
va disminuyendo con el tiempo.

5.8. Cultivos para evaluar la presencia de células ini-

ciadoras de cultivos a largo plazo (LTC-IC)

Siembra de la capa alimentadora:

Primero, se prepararon las placas en donde se hicieron los cocultivos. Para ello,
se utilizaron placas de 24 pozos en las cuales se cultivó la línea celular M2-10B4
(ATCC®CRL-1972TM) derivadas de células estromales de médula ósea de ratón con
medio RPMI Advanced (GibcoTM).
Se sembraron 2,000 células por pozo (se usaron los 8 pozos centrales) y se incubaron
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hasta llegar a una confluencia de 60-70%.
Posteriormente para inhibir la proliferación de estas células adherentes, se anadió mi-
tomicina C [.2µg/ml] y se incubaron durante 18-24 horas.
Pasado este tiempo, cada pozo se lavó 3 veces con PBS + 4 antibióticos (eritromicina
1mg/ml,vancomicina 1mg/ml, gentamicina 5 mg/ml,ciprofloxacino 1mg/ml) cuidan-
do que no se despegara la capa de células que se formó. Después de los lavados, se
añadieron con cuidado 500µl de medio RPMI Advanced (GibcoTM y se dejaron en la
incubadora listas para su uso.

Siembra de los cultivos para evaluar LTC-IC:

Se utilizaron las placas que contenían a las células M2-10B4 (ATCC®CRL-1972TM)
y se verificó que no se hayan despegado del fondo para poder realizar los cocultivos.
No se utilizaron aquellas placas que tenían más de 5 días en la incubadora.
En los días 0 y 10 se tomó un determinado número de células dependiendo de la
población celular, como se indica en la tabla 5.2.

Día CMN Enriquecidas Lin- Purificadas CD34+ Purificadas CD34-
0 10,000 1,000 500 500
10 50,000 10,000 2,000 2,000

Tabla 5.2: Número de células utilizadas para la siembra de los ensayos de LTC-IC.
Los números corresponden a las 4 poblaciones celulares que se utilizaron.El número
de células va en aumento cada día tomando en cuenta que la proporción de CTH a
largo plazo va disminuyendo con el tiempo.

Despúes de sembrar las células hematopoyéticas, se añadieron 500µl de medio MyeloCultTM

H5100, Stem Cell TechnologiesTM para conseguir un volumen final de 1 ml. Se realiza-
ron cambios de medio durante 5 semanas, una vez cada 7 días, en donde se reempla-
zaba la mitad del volumen del cultivo celular con medio MyeloCultTM H5100 fresco.
Después de las 5 semanas,se despega la capa con la micropipeta (pipeteo contínuo) y
se cuentan las células hematopoyéticas. Por último se sembraron ensayos de colonias
dependiendo de cuántas células vivas finalizaron el cultivo y despúes de pasados 14
días se cuantifiquen las colonias resultantes.

5.9. Citometría de flujo

Para evaluar la expresión de marcadores hematopoyéticos se marcaron al menos 50,000
células para cada condición y para las poblaciones celulares. Se realizó una tinción
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doble para cada población celular al día cero, es decir cuando recién se obtuvieron
las CMN y las células enriquecidas CD34+ Lin-. Asimismo, se marcó un mínimo
de 50,000 células los días 10 y 15 para las poblaciones enriquecidas CD34+ Lin- y
purificadas CD34+ después de haber realizado el conteo de células nucleadas totales.
En cada tubo (uno para cada condición) se realizó la tinción doble con los siguientes
anticuerpos a una concentración previamente estandarizada:

1 µl de CD34 FITC (BD Bioscience)

1 µl de CD38 PE (BD Bioscience)

Se separaron al menos 10,000 células de todas las condiciones y se pusieron en el
mismo tubo el cuál se utilizó como autofluorescencia.2

Las muestras se incubaron durante 20 minutos a temperatura ambiente y en la oscu-
ridad.Pasado este tiempo, se agregaron 250µl de solución de lisis BD FACSTM Lysing
Solution (BD Biosciences,San José, CA) al 10% a cada tubo, esto con el fin de lisar
eritrocitos y fijar las muestras. Se dejaron incubando durante 10 minutos a tempe-
ratura ambiente y en oscuridad. Se lavaron posteriormente con 250µl de PBS-EDTA
[1mM] y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos. Se decantó el PBS y se
añadieron 200µl de PBS-EDTA [1mM] y se guardaron a 4℃ hasta su lectura.

Para la lectura de las muestras se utilizó un equipo BD FACS CantoTM II, la calibra-
ción del equipo y el establecimiento de los parámetros se ajustaron con las poblaciones
autofluorescentes. Fueron adquiridos un mínimo de 10,000 eventos para cada condi-
ción y se guardaron para su análisis en el software FlowJo. Para la evaluación de CD34
y CD38 se analizó la región que corresponde a la región total de linfocitos tomando
en cuenta los parámetros de tamaño y complejidad.

5.10. Análisis estadístico

Se utilizó el lenguaje de programación R tanto para el análisis estadístico como para
hacer las gráficas. Se aplicó un modelo lineal de efectos mixtos tomando en cuenta que
el diseño experimental fue un modelo de dos niveles, donde tenemos medidas repetidas
de distintas muestras en diferentes grupos de tratamiento. Este modelo se aplicó en
los datos de proliferación y expansión en cada una de las poblaciones celulares.

Se realizó una ANOVA de 2 vías para comparar los datos de inmunofenotipo entre los
2Este tubo se utilizó como control negativo pues no se le añadieron anticuerpos.
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diferentes tratamientos, el número de progenitores entre tratamientos y poblaciones
celulares.

Se realizó una ANOVA de 1 vías para comparar los datos de LTC-IC al día cero.

Se realizó la prueba post-hoc de Tukey para comparaciones múltiples en todos los
casos.Los datos significativos se consideraron a una p <0.05.



Capítulo 6

Resultados

"The best part of science is
knowing,for a moment, something
that nobody else in the world
knows.” - Jason McDermott
@redpenblackpen

6.1. Características de las poblaciones celulares en

el día cero (células sin cultivar)

Los resultados de esta tesis se obtuvieron a partir de 21 muestras de SCU trabajadas
por separado. De cada una de estas muestras, se obtuvieron las CMN a partir de
las cuales se hicieron los cultivos correspondientes y se obtuvieron las poblaciones
de interés. Como se mencionó previamente, se utilizó un mínimo de 60 × 106 y un
máximo de 120 × 106 de CMN para pasarlas por la columna de inmunoselección y
obtener a la población enriquecida en células CD34+ Lin-. Posteriormente, las células
enriquecidas además fueron marcadas con el anticuerpo CD34 APC para obtener una
población purificada CD34+ y la fracción negativa. En la tabla 6.1 se muestran las
características de las muestras y las poblaciones celulares obtenidas:

45
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Características
Media ˘ Desv.Est
(Núm. de células x 106)

Volumen promedio por unidad de SCU (ml)
n=19

64 ˘ 22

Células nucleadas obtenidas después del gra-
diente de Ficoll (1-5 ml) n=19

240.75 ˘ 131

CMN totales por ml de muestra 54.6 ˘ 29
Número total de células Lin- recuperadas
después de la inmunoselección n=20

1.3 ˘ 1.1

Número total de células CD34+ purificadas
mediante selección positiva por citometría
n=9

0.113 ˘ 0.096

Número total de células CD34- purificadas
obtenidas mediante selección negativa por ci-
tometría n=9

0.052 ˘ 0.037

Tabla 6.1: Resumen de las características de las muestras utilizadas y poblaciones
celulares obtenidas al día cero.

En promedio, se pasaron 106 x 106 por la columna magnética para obtener a la pobla-
ción enriquecida CD34+ Lin-, el porcentaje de recuperación fue de 1.2% ˘ 0.9, es
decir, aproximadamente 1.3 x 106 células. A partir de éstas muestras, 9 fueron utiliza-
das para realizar los cultivos celulares y ensayos correspondientes para esta población.
Las otras muestras enriquecidas fueron marcadas con el anticuerpo CD34 APC para
obtener a las poblaciones purificadas y además se separó la cantidad establecida para
hacer los ensayos funcionales al día cero. Se hizo además, un pool de dos muestras
enriquecidas para tener la cantidad suficiente de células para llevarlas al citómetro.
Se obtuvieron al final 9 muestras de células purificadas CD34+ y CD34- para traba-
jar, de las cuales las células CD34+ equivalen al 9.21% ˘ 6.8 del total de células
enriquecidas que se llevaron al citómetro, mientras que se obtuvo un 5.5% ˘ 6.2
de células CD34-, y si tomamos en cuenta a la población total de CMN estaríamos
hablando de que se recuperó el .10% ˘ .08 de células CD34+ y un .04% ˘ .03 de
células CD34-.

Después de haber obtenido a las 4 poblaciones celulares para este estudio, se realizaron
ensayos de colonias para determinar el contenido de progenitores al día cero, asimis-
mo, cada población se analizó mediante citometría de flujo para poder determinar el
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porcentaje relativo de las poblaciones que se indican en la siguiente tabla:

CMN Lin- CD34+ CD34-
% UFC totales 0.70 ˘ 0.6 20.6 ˘ 8.8 50.3 ˘ 22.5 7.7 ˘ 6.1
% UFC mieloides 0.26 ˘ 0.1 6.0 ˘ 2.8 14.4 ˘ 6.9 0.6 ˘ 0.7
% UFC eritroides 0.44 ˘ 0.4 14.3 ˘ 6.5 35.6 ˘ 16.4 7.1 ˘ 5.8
% UFC mixtas 0 0.2 ˘ 0.3 0.2 ˘ 0.3 0
% relativo de células CD34+ 1.7 ˘ 1 62 ˘ 2.5 99.7 ˘ 0.5 0
% relativo de células CD34+ CD38+ 1.5 ˘ 0.9 58 ˘ 2 94.6 ˘ 2.2 0
% relativo de células CD34+ CD38- 0.19 ˘ 0.2 4 ˘ 4 5.3 ˘ 2.2 0

Tabla 6.1: Caracterización inicial de cada una de las poblaciones celulares utilizadas en
este estudio. UFC: Unidad formadora de colonias; CMN: células mononucleares; Lin-:
células enriquecidas en CD34+ Lin- obtenidas mediante el kit de inmunoselección
negativa EasySepTM; CD34+: células purificadas mediante citometría de flujo. Se
muestra la media y la desviación estándar (D.E) de cada una de las pblaciones n=
3-5

Como se puede observar en la tabla 6.1, a medida en que la población obtenida es
más pura, el porcentaje de formación de colonias aumenta. En la muestras utiliza-
das, el enriquecimiento en veces de CFC después de pasar las CMN por la columna
inmunomagnética fue de 29 veces, y de la población purificada fue de 71 veces.

El porcentaje relativo de células CD34+ en las CMN previo a la inmunoselección por
columna y el porcentaje de CD34+ de las células Lin- recuperadas, son consistentes
con lo reportado por Wognum et al [24] en donde mencionan que el contenido de
células CD34 + de la fracción enriquecida suele oscilar entre el 50 y el 75% del total
de las células. Asimismo, los porcentajes que presento en la tabla 6.1 de porcentaje de
células formadoras de colonias y del porcentaje relativo de células CD34+ concuerdan
con estudios previos realizados por nuestro grupo en donde también se utiliza un
sistema de inmunoselección negativa [55, 87, 115, 116], estos porcentajes están dentro
de los intervalos reportados.

En la figura 6.1 se muestran plots representativos del análisis de los porcentajes re-
lativos de CD34 y CD38 en la población de CMN y de células enriquecidas Lin-. En
la figura a. se muestra el plot de autofluorescencia (sin anticuerpos), posteriormente
la figura b. que corresponde a las células mononucleares muestra un porcentaje bajo
de células troncales y progenitoras en comparación con la figura c. correspondiente
a las células enriquecidas en donde el porcentaje relativo de CD34+ y células dobles
positivas (CD34+CD38+) aumenta, lo cual muestra que sí hubo un enriquecimiento
de células primitivas a partir de las células mononucleares. La presencia de progeni-
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tores funcionales para ambas poblaciones se corroboró mediante ensayos de colonias,
estos resultados se reportan más adelante.

Figura 6.1: Enriquecimiento de las CMN. a.Plot de autofluorescencia. b. Célu-
las mononucleares previo al enriquecimiento por selección negativa (EasySepTM).
0c.Población enriquecida Lin- recuperada despúes de la inmunoselección.

Figura 6.2: Obtención de las poblaciones purificadas mediante FACS. a.Porcentaje
relativo de células CD34+ y negativas en la población enriquecida Lin-.b. Porcentaje
de células purificadas CD34+ recuperadas despúes del sort. c.Porcentaje de células
purificadas CD34- recuperadas despúes del sort.

En la figura 6.2 se muestran plots representativos de la purificación de células CD34+
mediante cell sorting a partir de células enriquecidas Lin-. En la figura a. se muestra
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el plot correspondiente la selección de las poblaciones CD34+ y CD34- previo a su
separación. Posteriormente la figura b. muestra el porcentaje de células CD34+ des-
pués del sort mientras que la figura c. corresponde al porcentaje de células que no
presentan al antígeno CD34 (células CD34-).

6.2. Contenido de progenitores y células iniciadoras

de cultivos a largo plazo (LTC-IC) al día cero

Con el fin de evaluar el contenido de progenitores al día cero, se realizaron los ensayos
de colonias correspondientes como se indica en la tabla 5.2 para cada una de las
poblaciones celulares y con cada uno de los tratamientos.

Tratamiento UFC en CMN UFC en Lin- UFC en CD34+ UFC en CD34-
Control 353.5 ˘ 302.1 11,444.4 ˘ 5,607.1 25,148.1 ˘ 11,289.6 3,888.8 ˘ 3,083.4
DMSO 274.4 ˘ 200.3 12,255.5 ˘ 6,447.1 22,166.7 ˘ 10,340.3 3,562.5 ˘ 3,666.5
UM171 308.3 ˘ 229 11,044.4 ˘ 6,678.5 25,703.6 ˘ 9,223.96 3,648.1 ˘ 3,541.8
OAC-1 271.1 ˘ 196.3 15,511.1 ˘ 12,791 25,425.6 ˘ 7595.7 6,119 ˘ 4,767.4
UM171 + OAC-1 175.5 ˘ 99.1 12,988.88 ˘ 8,418.7 19,981.3 ˘ 7,933.1 4,092.5 ˘ 3,346.9

Tabla 6.2: Contenido de progenitores al día cero de cada una de las poblaciones
celulares utilizadas en este estudio. UFC: Unidad formadora de colonias; CMN: células
mononucleares; Lin-: células enriquecidas en CD34+ Lin- obtenidas mediante el kit de
inmunoselección negativa EasySepTM; CD34+ y CD34-: células purificadas mediante
citometría de flujo. Los datos representan el potencial de formación de colonias por
cada 50,000 células cultivadas. Se presenta la media y la desviación estándar (D.E) de
9 - 7 experimentos independientes. Se evaluaron estadísticamente con una ANOVA
de dos vías y se consideraron diferencias significativas a partir de una p <0.05.

La tabla 6.2 muestra el contenido de progenitores al día cero a partir de su potencial
de formación de colonias en cultivos semisólidos por cada 50,000 células. No existen
diferencias significativas entre cada tratamiento, sin embargo, si las hay entre cada
población. Las células purificadas CD34- presentan diferencias significativas con res-
pecto a las CMN, mientras que las células Lin- presentan diferencias respecto a las
células purificadas CD34- y a las CMN. Por su parte, las células purificadas CD34+
presentan diferencias con respecto a las tres poblaciones celulares. Como se puede ob-
servar, la población purificada CD34+ presenta una mayor cantidad de progenitores.

Para evaluar la presencia de células iniciadoras de cultivo a largo plazo (LTC-IC)
en cada población celular después de haberlas obtenido, se sembró la cantidad co-
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rrespondiente como se indica en la tabla 5.2 sobre una capa alimentadora de células
estromales como se describe en el capítulo de "Materiales y métodos".

Figura 6.3: Contenido de células iniciadoras de cultivo a largo plazo al día cero.
Se presenta la media y el error estándar de 6 - 5 experimentos independientes. Se
evaluaron estadísticamente con una ANOVA de una vía y se consideraron diferencias
significativas a partir de una p <0.05.

En la figura 6.3 se presenta el número de células iniciadoras de cultivos a largo plazo
(LTC-IC) de cada población celular, no se muestra la barra correspondiente a las
células purificadas CD34- debido a que de los 6 experimentos que se hicieron ninguno
presentó colonias después de finalizar el experimento por lo que no fueron conside-
radas para el análisis estadístico. Solamente la población purificada CD34+ presentó
diferencias significativas con respecto a las otras poblaciones celulares. Aunque no
existan diferencias significativas entre la población enriquecida Lin- y las CMN de-
bido a la variación que se presentó en el número de LTC-IC, no obstante es notorio
el hecho de que en promedio, existan más LTC-IC en la población Lin- lo cual va
acorde a la expresión relativa del antígeno CD34 previamente reportado. Asimismo, a
partir de estos datos obtenidos de manera experimental, se obtuvo la frecuencia que
correspondería de encontrar 1 LTC-IC en cada población celular.
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6.3. Proliferación y expansión de las 4 poblaciones

celulares con citocinas (Condición control)

Con el fin de evaluar la capacidad funcional de las poblaciones celulares, se evaluó
la proliferación (a partir del número de células nucleadas totales determinadas por
conteo en cámara de Neubauer sin importar el linaje o el estado de maduración de
las células que se generan) y la capacidad expansión (evaluada por la capacidad de
formar colonias en cultivos semisólidos como se indica en la tabla 5.2.) Se realizaron
estos ensayos para las 4 poblaciones celulares como se puede observar en las figuras
6.4 y 6.5.

Figura 6.4: Cinética de proliferación de las 4 poblaciones celulares evaluadas en la
condición control (5 citocinas). Los datos representan el incremento en veces del nú-
mero total de células nucleadas comparadas contra el día cero. Se presenta la media y
el error estándar de 9 - 7 experimentos independientes. Se evaluaron estadísticamente
con un modelo lineal de efectos mixtos y se consideraron diferencias significativas a
partir de una p <0.05.

Al evaluar la capacidad de proliferación de las 4 poblaciones celulares se observó
que la población purificada CD34+ presentó una mayor capacidad proliferativa en
comparación con las demás poblaciones. Al día 20 se presentó el incremento máximo
(605 veces) además de presentar diferencias significativas con respecto a las CMN, a
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Figura 6.5: Cinética de expansión de las 4 poblaciones celulares evaluadas en la con-
dición control (5 citocinas). Los datos representan el incremento en veces del número
total de células formadoras de colonias totales (CFCT) comparadas con el día cero.
Se presenta la media y el error estándar de 9 - 7 experimentos independientes. Se
evaluaron estadísticamente con un modelo lineal de efectos mixtos y se consideraron
diferencias significativas a partir de una p <0.05.

las células enriquecidas Lin- y a las células CD34- con una p <0.0001 en los 3 casos.

A lo largo de la cinética de los cultivos de las células CD34- y las CMN, el número
de muestras fue reduciendo debido al agotamiento de las células en cultivo.

Se evaluó la capacidad de expansión en términos del incremento en veces del número
de células formadoras de colonias totales (CFCT) con respecto al día cero. En la tabla
6.1 se muestra el contenido de progenitores en el día cero para todas las poblaciones
celulares. Aunque la figura 6.5 no presenta diferencias estadísticamente significativas,
se observa una tendencia en la población purificada CD34+ en presentar un mayor
incremento en veces en términos del contenido de progenitores evaluado mediante
ensayos de colonias, presentando el máximo de expansión al término del cultivo que
fue de 42 veces. Asimismo, en los cultivos de CMN y de CD34- debido al bajo número
de células en el día 15, fue evidente la pérdida de su capacidad de expansión, sin
embargo, más adelante se discutirá cada caso en la población correspondiente
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6.4. Cinéticas de proliferación de las 4 poblaciones

celulares en presencia de moléculas pequeñas.

Como se mencionó anteriormente, se consideró la proliferación como el número total
de células nucleadas en cultivo sin importar el linaje o estado de maduración. El
parámetro que se utilizó para evaluarlo, fue un conteo total de céulas nucleadas en
cada pozo con ayuda de la cámara de Neubauer y un microscopio óptico invertido.
Este conteo se realizó cada 5 días.

Para evaluar los efectos de las moléculas pequeñas sobre la proliferación, se realiza-
ron cultivos que contenían solamente a la molécula (sin citocinas en el medio), no
obstante,las 4 poblaciones presentaron pérdida celular al día 5, por lo que no hubo el
suficiente número de células para hacer resiembras, por tal motivo, la cinética no se
siguió (datos no mostrados) 6.6.

Debido a lo anterior, en los siguientes experimentos, la proliferación de las 4 pobla-
ciones celulares se determinó en presencia de la molécula pequeña correspondiente,
junto con 5 citocinas: SCF, TPO, Flt3-l, IL-3, IL6 (cada una a una concentración de
10ng/ml). Los resultados se presentan en la figura 6.6.

En la gráfica A correspondiente a las CMN se inició con 9 cultivos provenientes
de diferentes muestras, cada cultivo se inició como se indica en la figura 5.1 en el
capítulo de "Materiales y Métodos", sin embargo, 4 de estos cultivos no proliferaron
después del día 5, por lo que la cinética de proliferación se siguió con los cultivos
restantes; no obstante, para el final de los cultivos solamente quedaron 2 para todas
las condiciones excepto en la condición control, pues al día 20 se contaba con 3
cultivos. Como se puede observar en la gráfica, existe una tendencia de presentar
una mayor proliferación en los días de cultivo en la condición control y fue en el
día 20 cuando se presentó el incremento en veces máximo (13 veces), no obstante,
no presenta diferencias significativas respecto a las condiciones con DMSO, OAC-1
y ambos fármacos pues, como se explica anteriormente, el número de cultivos de las
demás condiciones es bajo. UM171, sin embargo, presentó un incremento en veces de
9 para el final del cultivo.

La cinética de proliferación de la población Lin- que se muestra en la gráfica B,
se inició con 9 cultivos e indica que la condición con UM171 presenta diferencias
significativas respecto a las condiciones con OAC-1, DMSO y la condición control, el
incremento en veces para esta condición fue de 329 veces en el día 20 el incremento
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Figura 6.6: Cinética de proliferación de las 4 poblaciones celulares evaluadas en la
condición control (5 citocinas). A Células mononucleares.B Células Lin-. C Células
purificadas CD34+. D Células purificadas CD34-. Los datos representan el incremen-
to en veces del número total de células nucleadas comparadas contra el día cero.
Se presenta la media y el error estándar de 9 - 7 experimentos independientes. Se
evaluaron estadísticamente con un modelo lineal de efectos mixtos y se consideraron
diferencias significativas a partir de una p <0.05.
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en veces, seguido de la condición con ambos fármacos (225 veces)sin embargo este no
presentó diferencias significativas con respecto a las demás condiciones.

La gráfica C, correspondiente a las células CD34+ purificadas muestran cinéticas
similares entre sí en los 5 tratamientos, por lo que no hay diferencias significativas,
sin embargo UM171 presentó el incremento máximo al día 20 (918 veces) seguido de
OAC-1 (741 veces) y de ambos fármacos (681 veces).

La cinética de proliferación de las células purificadas CD34- que se muestra en la
gráficaD, se inició con 9 cultivos a partir de las células recuperadas en el citómetro, no
obstante, conforme fueron avanzando los días en cultivo,se fueron perdiendo muestras
debido al agotamiento celular de los cultivos in vitro. Para la condición con DMSO
al día 15 ya no presentó proliferación, mientras que la condición con ambos fármacos
y OAC-1 presentó también pérdida celular, ambos a partir del día 15 y al día 20
ya no hubo proliferación. Por otro lado, las condiciones control y con UM171, sí
presentaron proliferación de las muestras que quedaron (2 en cada condición). Como
se puede observar la condición con UM171 presenta el incremento en veces máximo
al día 20 (80 veces), sin embargo, el número de muestras es muy reducido para poder
determinar si existen diferencias significativas con respecto al control el cual, presentó
un incremento en veces de 11.

6.5. Inmunofenotipo

Se evaluó la presencia de los marcadores CD34 y CD38 para determinar si hubo o
no expansión, es decir, la capacidad de que las células generadas in vitro conservaran
características de la población original, en este caso la presencia o ausencia de los
marcadores antes mencionados. Esto solamente se pudo evaluar en las poblaciones
celulares enriquecidas Lin- y purificadas CD34+, pues fueron las poblaciones que
presentaron mayor proliferación y contaban con el número suficiente de células para
realizar los demás ensayos en los demás días.

En las figuras 6.7 y 6.8 se presenta la expresión relativa del marcador CD34+ evaluado
mediante citometría de flujo en los días 0, 10 y 15. Como es de notar, la expresión de
este marcador se va reduciendo a lo largo del cultivo pues a medida que aumenta el
nivel de maduración de las células hematopoyéticas y se diferencian hacia un linaje
este marcador no aparece en los estadios más maduros.

Si bien, en la figuras 6.7 y 6.8 no existen diferencias significativas entre los días 10
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Figura 6.7: Los datos representan la expresión relativa del marcador CD34 de las
células Lin-. Se presenta la media y el error estándar de 7- 3 experimentos indepen-
dientes.

Figura 6.8: Los datos representan la expresión relativa del marcador CD34 de las célu-
las CD34+ purificadas. Se presenta la media y el error estándar de 7- 3 experimentos
independientes.

y 15 en cada uno de los tratamientos, como previamente se mencionó , la expresión
de CD34 disminuye a lo largo del cultivo, sin embargo, en las células Lin- en la
condición con UM171 y ambos fármacos, se observa que no hay disminución de este
marcador,lo cual es consistente con la descripción de UM171 como un atenuador
de la diferenciación.[107]. Asimismo, este efecto se observa en las células purificadas
cultivadas con UM171.



CAPÍTULO 6. RESULTADOS 57

Asimismo, se evaluó la expresión del marcador CD38 para así poder determinar el
número total de células en los días 10 y 15 con imnunofenotipo CD34+ CD38- y
CD34+ CD38+ (dobles positivas).

Figura 6.9: Evaluación del inmunofenotipo en los días 10 y 15 del cultivo de células
Lin-.Los datos representan el número de células en el cultivo tomando en cuenta el
incremento en veces del día correspondiente y separadas por cada población evaluada.
Se presenta la media y el error estándar de 7 - 5 experimentos independientes. Se
evaluaron estadísticamente con una ANOVA de dos vías y se consideraron diferencias
significativas a partir de una p <0.05.

Figura 6.10: Evaluación del inmunofenotipo en los días 10 y 15 del cultivo de células
purificadas CD34+. Los datos representan el número de células en el cultivo toman-
do en cuenta el incremento en veces del día correspondiente y separadas por cada
población evaluada. Se presenta la media y el error estándar de 7 - 5 experimen-
tos independientes. Se evaluaron estadísticamente con una ANOVA de dos vías y se
consideraron diferencias significativas a partir de una p <0.05

Se hizo el análisis estadístico correspondiente y en cada una de las poblaciones celula-
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res no existen diferencias significativas entre cada tratamiento, pero sí hay diferencias
significativas entre las poblaciones celulares, es decir existe un mayor número de
células con inmunofenotipo "troncal"(CD34+ CD38-) a comparación de los progeni-
tores al día 10 en la población Lin-. También hay diferencias significativas en células
CD34+ CD38- en comparación con las dobles positivas en el día 10 y 15 en las células
purificadas CD34+.
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6.6. Contenido de LTC-IC al día 10 de cultivo

Se evaluó el contenido neto de LTC-IC por cada 50,000 células para las poblaciones
celulares enrqiuecidas Lin- y purificadas CD34+.

Figura 6.11: Los datos representan el contenido total de células iniciadoras de cultivo a
largo plazo (LTC-IC) en el día 10 de cultivo.Se presenta la media y el error estándar de
6- 5 experimentos independientes. Se evaluaron estadísticamente con una ANOVA de
una vía los datos de cada población celular y se consideraron diferencias significativas
a partir de una p <0.05.
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Figura 6.12: Los datos representan el incremento en veces de células iniciadoras de
cultivo a largo plazo (LTC-IC) en el día 10 de cultivo.Se presenta la media y el error
estándar de 6- 5 experimentos independientes. Se evaluaron estadísticamente con una
ANOVA de una vía los datos de cada tratamiento para cada población celular y se
consideraron diferencias significativas a partir de una p <0.05.
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6.7. Cinéticas de expansión

Después de 5 días del inicio del cultivo y hasta finalizar (día 20), se evaluó de manera
funcional el contenido de progenitores mediante ensayos de colonias como se indica en
la tabla refcolony en capítulo de "Materiales y métodos."De esta manera, se determinó
la capacidad de expansión de cada uno de los tipos celulares a partir de la capacidad de
los progenitores para generar colonias tomando en cuenta el número de progenitores
que había al inicio del cultivo como se muestra en la figura 6.2.

En estos ensayos, se contó la cantidad total de colonias y se extrapoló al incremento
en veces acumulado del día del cultivo y la condición correspondiente para obtener
la cantidad total de progenitores que se tenía en ese día. Con este dato, se obtuvo el
número de veces que se incrementó la cantidad de progenitores para cada uno de los
días evaluados.

De esta manera, se presentan a continuación las gráficas de expansión de colonias
totales, colonias mieloides y colonias eritroides para cada población celular.

En el caso de la expansión de las CMN en la figura 6.13 conforme fue avanzando el
cultivo,la condición control fue la que presentó el incremento máximo de expansión de
colonias totales (9 veces) y eritroides (7 veces). En el caso de las colonias mieloides la
condición con UM171 presento un incremento de 14 veces, mientras que la condición
control presentó un incremento de 13 veces. No hubo expansión en el caso de las
colonias mixtas y no se muestra gráfica de este tipo de colonias pues conforme avanzó
el cultivo, ya no se observaron este tipo de colonias en los siguientes días en la mayoría
de los cultivos.

En la figura 6.15 correspondiente a las células Lin- podemos observar que, en todas las
condiciones existe una expansión, sin embargo, al igual que en la gráfica de prolifera-
ción, la condición con UM171 fue la que presentó una mayor capacidad de expansión
con un incremento máximo al día 20 de 62 veces presentando diferencias significativas
con respecto al control y las condiciones con OAC-1 y DMSO. Asimismo, el incre-
mento en veces máximo para la expansión de células formadoras de colonias mieloides
también lo presentó UM171 (179 veces) mientras que la condición con ambos fármacos
presentó un incremento de 150 veces, este último no presentó diferencias significati-
vas. En cuanto a los progenitores eritroides, hay una tendencia en que la condición
UM171 presente un mayor incremento en veces (17 veces) seguido de la condición con
ambos fármacos (12 veces), no obstante no presentaron diferencias significativas.
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Figura 6.13: Cinética de expansión de las CMN. a Cinética de expansión de CFCT.
B Cinética de expansión de CFCM. c Cinética de expansión de CFCE. Los datos
representan el incremento en veces del número total de células formadoras de colonias
comparadas contra el día cero. Se presenta la media y el error estándar de 7 - 3
experimentos independientes. Se evaluaron estadísticamente con un modelo lineal de
efectos mixtos y se consideraron diferencias significativas a partir de una p <0.05.
CFCT: Células formadoras de colonias totales; CFCM:Células formadoras de colonias
mieloides;CFCE: Células formadoras de colonias eritroides

En cuanto a la expansión de células purificadas CD34+ la condición que presentó
un incremento en veces mayor fue la que tenía ambos fármacos (92 veces) seguido
por UM171 (68 veces), de igual manera la condición con ambos fármacos fue la que
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Figura 6.14: Proporciones relativas del tipo de progenitores que había en la población
de CMN desde el día de su aislamiento (día cero) y la proporción de progenitores al
día 15 de cultivo. Los datos representan la media del porcentaje sobre el número total
de colonias formadas en el día cero y 15 en cada uno de los tratamientos. El color
gris corresponde a progenitores mieloides; el color rojo corresponde a progenitores
eritroides y el color morado a progenitores mixtos.

presentó los incremntos máximos al día 20 para las colonias mieloides y eritroides
(453 y 22 veces respectivamente).

Como se puede observar en la figura 6.18 la capacidad de expansión de las células
purificadas CD34- va disminuyendo desde el día 15, al día 20 ya no se pusieron ensayos,
pues no había el suficiente número celular, al final de la cinética de expansión de
progenitores mieloides y eritroides al día 15, solo se contaban con dos muestras para las
condiciones Control, UM171 y OAC-1, mientras que para ambos fármacos solo había
una y para DMSO ya no había células desde el día 10. Sin embargo, al menos para la
expansión de progenitores mieloides hay incremento en veces de colonias blancas de
35 veces en la condición control y 33 veces para UM171, ambas condiciones son las
que sí presentaron expansión.

A manera de comparar el tipo de progenitores presentes durante el cultivo de estas
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Figura 6.15: a Cinética de expansión de CFCT. B Cinética de expansión de CFCM.
c Cinética de expansión de CFCE. Los datos representan el incremento en veces
del número total de células formadoras de colonias comparadas contra el día cero.
Se presenta la media y el error estándar de 9 - 7 experimentos independientes. Se
evaluaron estadísticamente con un modelo lineal de efectos mixtos y se consideraron
diferencias significativas a partir de una p <0.05.
CFCT: Células formadoras de colonias totales; CFCM:Células formadoras de colonias
mieloides;CFCE: Células formadoras de colonias eritroides.

dos poblaciones purificadas, en las figuras 6.19 y 6.20 se presentan las proporciones
relativas de progenitores mieloides, eritroides y mixtas. Algo interesante es que las
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Figura 6.16: Proporciones relativas del tipo de progenitores que había en la pobla-
ción celular enriquecida Lin- después la inmunoselección (día cero) y proporción de
progenitores al día 20 de cultivo. Los datos representan la media del porcentaje sobre
el número total de colonias formadas en el día cero y 15 en cada uno de los trata-
mientos. El color gris corresponde a progenitores mieloides; el color rojo corresponde
a progenitores eritroides y el color morado a progenitores mixtos.

células CD34- después ser obtenidas contenían un porcentaje alto de progenitores eri-
troides, sin embargo como se puede observar en la figura 6.20 conforme fue avanzando
el cultivo, se fueron perdiendo estos progenitores.
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Figura 6.17: Cinética de expansión de las células purificadas CD34+. a Cinética de
expansión de CFCT. B Cinética de expansión de CFCM. c Cinética de expansión
de CFCE. Se evaluaron estadísticamente con un modelo lineal de efectos mixtos y se
consideraron diferencias significativas a partir de una p <0.05.
CFCT: Células formadoras de colonias totales; CFCM:Células formadoras de colonias
mieloides;CFCE: Células formadoras de colonias eritroides.
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Figura 6.18: a Cinética de expansión de CFCT. B Cinética de expansión de CFCM.
c Cinética de expansión de CFCE. Los datos representan el incremento en veces
del número total de células formadoras de colonias comparadas contra el día cero.
Se presenta la media y el error estándar de 7 - 2 experimentos independientes. Se
evaluaron estadísticamente con un modelo lineal de efectos mixtos y se consideraron
diferencias significativas a partir de una p <0.05.
CFCT: Células formadoras de colonias totales; CFCM:Células formadoras de colonias
mieloides;CFCE: Células formadoras de colonias eritroides.
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Figura 6.19: Proporciones relativas del tipo de progenitores que había en la población
celular CD34+ después del sort (día cero) y proporción de progenitores al día 20
de cultivo. Los datos representan la media del porcentaje sobre el número total de
colonias formadas en el día cero y 20 en cada uno de los tratamientos.El color gris co-
rresponde a progenitores mieloides; el color rojo corresponde a progenitores eritroides
y el color morado a progenitores mixtos.
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Figura 6.20: Proporciones relativas del tipo de progenitores que había en la pobla-
ción celular CD34- después del sort (día cero) y proporción de progenitores al día
15 de cultivo. Los datos representan la media del porcentaje sobre el número total
de colonias formadas en el día cero y 15 en cada uno de los tratamientos.El color
gris corresponde a progenitores mieloides; el color rojo corresponde a progenitores
eritroides y el color morado a progenitores mixtos.



Capítulo 7

Discusión

Durante las últimas dos décadas, la producción in vitro de CTyPH humanas ha ge-
nerado un gran interés debido a su potencial impacto en la clínica, por tal motivo se
han desarrollado diferentes sistemas de expansión in vitro que se basan en el uso de
citocinas recombinantes, con o sin diferentes tipos de moléculas pequeñas y en ausen-
cia o presencia de células estromales. En la mayoría de estos estudios, las CTyPH son
generadas en cultivos in vitro a partir de células hematopoyéticas frescas (de médula
ósea, sangre periférica movilizada o de SCU), asimismo, se pueden utilizar distintas
poblaciones celulares para realizar estos cultivos [15].

Para favorecer la autorrenovación ex vivo de CTPyH, se han desarrollado múltiples
estrategias con citocinas y factores de crecimiento implicados en la regulación de la
autorrenovación de las CTH que se han utilizado para promover la autorrenovación ex
vivo, por ejemplo las citocinas de acción temprana como la trombopoyetina (TPO) y
el factor de células troncales (SCF), las cuales pueden expandir CTyPH con injerto a
corto plazo, pero para una expansión de CTyPH con injerto a largo plazo se necesita
la acción sinérgica de agonistas de expansión de CTH [37]. En apoyo de esto, existen
estudios en donde muestran resultados contundentes basados en la acción sinérgica de
citocinas y agonistas de expansión de CTyPH, en donde informan mejoras significati-
vas en el injerto y en la cantidad de células obtenidas gracias a que se han identificado
múltiples moléculas pequeñas que imitan o promueven la autorrenovación [37].

A pesar de que no se han definido las condiciones óptimas de cultivo para su uso
clínico, la mayoría de los protocolos de expansión se han enfocado en realizarse a
partir de fracciones de células con una mayor expresión del marcador CD34+ [117].

70
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Es importante resaltar que para un uso clínico satisfactorio las células expandidas
ex vivo deben cumplir varios requisitos previos: para minimizar el riesgo de contami-
nación, se debe evitar la manipulación extensa durante el período de cultivo, deben
estar libres de estroma para evitar cualquier arrastre de una capa alimentadora con
HLA no coincidente y, debido al riesgo de transmisión de infecciones, no se debe uti-
lizar suero fetal bovino.[118] Asimismo,los resultados deben ser reproducibles y las
células expandidas deben tener una actividad funcional y una estabilidad genética
adecuadas.[118]

Con el fin de contribuir a proponer una nueva estrategia de expansión para nuestro
laboratorio, en este trabajo se estudió el efecto de dos moléculas pequeñas, UM171 y
OAC-1 solas y en combinación con y sin citocinas en 4 poblaciones celulares distintas
(CMN, células enriquecidas Lin- y células purificadas CD34+ y CD34-).

En cuanto a la proliferación, en aquellas condiciones sin citocinas en las 4 poblaciones
celulares no hubo proliferación después del día 5, es decir, las móleculas pequeñas
por sí solas no tienen un efecto en la proliferación y por consecuencia no se pueden
realizar los ensayos funcionales correspondientes debido al bajo número celular, esto
corrobora lo previamente reportado en un estudio, en donde se utilizaron moléculas
pequeñas sin citocinas y en el cual se resalta la importancia de agregar citocinas en
el medio para fines de expansión [119].

Además, en el estudio previamente mencionado se reporta que al no haber citocinas en
el medio hubo muerte celular, por lo que fue imposible realizar resiembras, lo mismo
sucedió en este trabajo, pues la ausencia de citocinas no promovió la proliferación en
ninguna de las poblaciones evaluadas al día 5 y fue por esta razón que no se muestran
en las gráficas de proliferación en el Capítulo 6, lo cual también corrobora lo antes
reportado para la molécula UM171 [106].

Asimismo, TPO, SCF y Flt3-L se han confirmado durante mucho tiempo como la
mezcla de citocinas centrales para el mantenimiento de CTyPH en cultivos in vi-
tro, además de que al añadir IL-3 e IL-6 al cultivo, se puede aumentar el número
celular.[120]

¿Qué ocurrió al agregar moléculas pequeñas y citocinas en el cultivo?

La fracción de células mononucleares se sembraron a una densidad de 100,000 células/
ml al día 0, ya que dosis celulares más bajas no conducen a una proliferación celular
fiable, lo cual ya había sido previamente observado en nuestro laboratorio y reportado
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en otros estudios [118]. No obstante, despúes del día 5, solo la mitad del total de los
cultivos de CMN proliferaron, siendo la condición control la que más incremento
en veces presentó aunque el número absoluto de células nucleadas fue moderado.
Los efectos de las moléculas pequeñas no fueron notorios a este nivel, en primera
instancia porque los fármacos están dirigidos a células CD34+ y está población celular
es muy heterogénea pues existen células como linfocitos, monocitos, células estromales
mesenquimales,etc. Por esta razón muchos protocolos de expansión no se realizan
partiendo de CMN para así evitar efectos inespecíficos, debidos a moléculas liberadas
por otras células [15].

Los cultivos que se empezaron con las células purificadas CD34- Lin- presentaron una
proliferación moderada, sin embargo la mayoría de los cultivos no proliferaron hasta
el día 20 e incluso algunas condiciones presentaron agotamiento celular desde el día
10, por lo que ya no se siguieron los cultivos. Existe un conocimiento limitado de las
células CD34, sin embargo se ha reportado que tras el cultivo de células CD34, el
antígeno CD34 aparece después de 48 horas en cultivo y además tanto células CD34
como las CD34 + modulan la expresión del antígeno CD34 poco después del inicio
del cultivo. En ambos casos, la modulación de CD34 refleja el estado proliferativo de
las células Lin en cultivo [121].

Asismismo, se han utilizado sistemas de cultivo in vitro para investigar las células
CD34 humanas y su modulación del antígeno CD34. Estos experimentos y el análisis
de estas células se ha visto obstaculizado debido al potencial de crecimiento limitado
de células CD34 de SCU en cultivos sin estroma [121, 122, 123]

No obstante, algunos datos sugieren que la actividad formadora de colonias y la
expresión del antígeno CD34 se presentan después de 7 a 10 días de cultivo de esta
población celular [124]. Lo cual resulta interesnate, pues desde el día cero, nuestros
resultados indican que esta población sí presenta formación de colonias y alrededor
de 80% corresponden a colonias rojas, específicamente a BFU-E.

Aún se discute la naturaleza de las células hematopoyéticas CD34, pues algunos estu-
dios se han centrado en su actividad de injerto, los cuales llevaron a algunos investi-
gadores a concluir que las células CD34 son más primitivas que las CD34+, mientras
que otros han sugerido que la expresión de CD34 refleja el estado de .activación"de
estas células.[121]

Estudios in vitro e in vivo han llevado a la hipótesis de que las CTH existen en dos
estados funcionales que pueden distinguirse por la expresión de CD34. Exponen que
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las células CD34 representan un conjunto de CTH en reposo funcional que necesitan
ser activadas para generar una población de células CD34 + con alto potencial de
proliferación y de injerto. Asimismo describen que las células Lin CD34 parecen
estar principalmente fuera de ciclo y tienen una capacidad mínima, de formación de
colonias y de células iniciadoras de cultivo a largo plazo (LTC-IC) [125, 126].

Tomando en cuenta que la expresión de CD34 puede ser modulada, hay estudios en
donde exploran la posibilidad de la generación de células CD34 + a partir de células
CD34 in vitro [124]. Partiendo de ello, quizá valdría la pena explorar si a lo largo de los
cultivos con nuestras condiciones, en algún momento se hizo presente este marcador.

En nuestro laboratorio no se habían caracterizado las cinéticas de proliferación y
expansión de esta población celular, sin embargo, nuestros datos sugieren que a pesar
de la adición de moléculas pequeñas, la población no es óptima para fines de expansión
puesto que no se detectó actividad clonogénica significativa in vitro.

En los cultivos con células enriquecidas Lin- y células purificadas CD34+, la adición
de moléculas pequeñas sí fue notorio su efecto en términos del número total de células
nucleadas a lo largo el cultivo, siendo la condición con UM171 la que presentó incre-
mentos en veces mayores en comparación con las demás condiciones. No obstante, solo
las células enriquecidas Lin- presentaron diferencias significativas en comparación con
el control, la condición con el vehículo (DMSO) y la condición con OAC-1.

Los estudios reportados por el grupo del Dr. Guy Sauvageau en donde se ha utilizado
UM171 con células enriquecidas CD34+ han descrito que las células cultivadas con
UM171 retienen el fenotipo CD34+ a lo largo del cultivo e incluso los análisis del
fenotipo celular mostraron menos diferenciación y muerte celular para las células
cultivadas con esta molécula pequeña en comparación con los controles, hecho que
sugiere que este compuesto inhibe la diferenciación.[106, 107]

Lo anterior valida y soporta los datos observados en este trabajo, si bien hubo un
decremento del marcador CD34 después del inicio del cultivo, al día 10 la expresión
de CD34 en las condiciones con UM171 en el caso de las células enriquecidas Lin-,
no presenta un decremento importante en los días evaluados en comparación con las
demás condiciones.

No obstante, se ha descrito que algunos marcadores de superficie celulares utilizados
para el aislamiento de CTH humanas a menudo ya no son confiables después del
cultivo ex vivo, tal es el caso de CD38 [37].
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Lo anterior ya se había observado en el 2005 en ratones, en donde describen que el
inmunofenotipo de las CTyPH expandidas ex vivo es diferente al de las células recién
aisladas, pero habían reportado que esta plasticidad no alteraba significativamente su
capacidad de reconstitución de la hematopoyesis [127].

No obstante, el grupo del Dr. John Dick analizó este efecto en células procedentes
de SCU humana, en donde sus resultados mostraron que el nivel de expresión de
CD38 en cultivos in vitro de células CD34+ no es necesariamente predictivo de la
función celular. Observaron además una gran expansión de células CD34+ CD38-,
pero al hacer ensayos in vivo, no hubo aumento en números de células capaces de
reconstituir la hematopoyesis, lo que indica una disociación entre el fenotipo CD34+
CD38- y su capacidad de reconstitución e injerto. En este trabajo demostraron que
CD38 está fuertemente regulado a la baja durante el cultivo celular ex vivo y por lo
tanto, la relación entre la función de las CTyPH y su inmunofenotipo puede no ser
confiable en las células cultivadas.[128]

Al evaluar el número total de células con inmunofenotipo correspondiente a la po-
blación troncal (CD34+ CD38-) y a los progenitores(CD34+ CD38+) en la pobación
enriqucida Lin-, la condición que presentó mayor cantidad de células fueron las condi-
ciones con UM171, sin embargo esto no significa que sean funcionales, de igual manera
se observó una expansión en ambas poblaciones.

Se sabe que cuando las células hematopoyéticas primitivas cultivados in vitro, experi-
mentan una variedad de cambios fenotípicos y funcionales inducidos por las condicio-
nes de cultivo, incluyendo una tendencia de las CTH a perder su troncalidad.[15]. Por
lo tanto, aunque conserven un inmunofenotipo específico, después de la expansión ex
vivo sus capacidades funcionales pueden alterarse y de ahí la importancia de realizar
ensayos funcionales.

Dos publicaciones del grupo del Dr. Guy Sauvageau, sugieren que se evaluen mar-
cadores funcionales después de la expansión ex vivo con UM171, estos marcadores
son EPCR e ITGA3 [110, 111]. Se ha descrito que la expresión de ITGA3 se requiere
funcionalmente para el injerto a largo plazo de células de SCU, además sus resultados
indican que ITGA3 es un marcador confiable de CTH a largo plazo (LT-HSC) en
cultivo, por lo que la jerarquía de CTyPH cultivadas con UM71 sería la siguiente:
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Figura 7.1: Jerarquía de células CTyPH cultivadas con UM171 con su
respectivo inmunofenotipo. Modificado de [111]

Ese estudio, confirmó que, dentro de la población CD34 + CD45RA, solo las células
que coexpresaban CD90 + y EPCR + pudieron mantener un fenotipo primitivo in
vitro y proporcionar un injerto a corto (3 semanas) y a largo plazo (24 semanas) in
vivo [111]. Como se muestra en la figura 7.1, el marcador CD38 ya no aparece como
un receptor que permite identificar a las CTPyH en cultivos de expansión.

Asimismo, análisis transcriptómicos muestran que UM171 no regula negativamente
la vía AHR, que está involucrada con la autorrenovación pero sí suprime los genes
asociados con la diferenciación de eritroide y megacariocítica. Un estudio reportó
que UM171 expande preferentemente un inmunofenotipo CD34+ CD45- que está
enriquecido en progenitores mieloides (G-CFCs)[129].

Con base en los resultados de los estudios previamente mencionados se puede decir que
UM171 favorece preferentemente la expansión de CTH de largo plazo, incluso algunos
autores lo describen como el agonista más fuerte para la expansión de células CD34+,
estos hallazgos al ser confirmados mediante ensayos in vivo, permitieron que se pudiera
utilizar esta molécula en ensayos clínicos, en donde los hallazgos preliminares sugieren
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que la expansión de las CTyPH de SCU con UM171 es factible, segura y permite el uso
de unidades de SCU más pequeñas sin comprometer el injerto. La sangre de cordón
expandida con UM171 podría tener el potencial de superar las desventajas de otros
trasplantes de sangre de cordón mientras se mantienen los beneficios del bajo riesgo
de EICH crónica y recaída [130].

Aunque los estudios del grupo del Dr. Broxmeyer en donde utilizan OAC-1, para
la activación de Oct4 en células CD34+ de SCU mejoró la expansión ex vivo de
CTyPH regulando la expresión de HOXB4, no existen aún estudios o ensayos clínicos
de protocolos de expansión en donde se utilice esta molécula [58].

No obstante, OAC-1 se había probado con un conjunto de otras moléculas pequeñas
( CHIR-99021, Forskolin y OAC-1; CFO como llamaron al grupo de estas moléculas)
las cuales lograron un mantenimiento de células CD34+ in vitro. La eficiencia del
sistema de cultivo se caracterizó mediante citometría de flujo para ver expresión del
marcador CD34, ensayos de formación de colonias y xenotrasplantes. Se encontró
que las células positivas para CD34 humanas tratadas con esta combinación tenían
una expresión mejorada de marcadores de CTyPH y una capacidad de repoblación
hematopoyética aumentada en ratones inmunodeficientes. Los análisis de sc-RNA-seq
mostraron que la combinación CFO apoya el mantenimiento de las células humanas
CD34+ mediante la activación de la vía de señalización HOXA9, GATA2 y AKT-
cAMP. Además, concluyen que a través de la regulación positiva de HOXB4 mediada
por OCT4, OAC-1 podría mejorar la expansión ex vivo de las CTPyH humanas.

Por otro lado UM171 se ha probado en combinación con SR1 (StemReginin) en don-
de se reportó que esta combinación obstaculizaba el potencial de proliferación y el
mantenimiento de CTH de largo plazo pero se mantenía el marcador CD34+ [107].

Recientemente, un estudio en el participó el Dr. Broxmeyer se reportó que la combi-
nación de Eupalinilide E con UM171 mejoran de forma aditiva/sinérgica la expansión
de las CTH y concluyen que esta combinación podría mejorar la producción ex vivo
de CTH de SCU para trasplante clínico de células hematopoyéticas [131].

Sin embargo, UM171 nunca se había probado en combinación con OAC-1 y a partir de
los ensayos funcionales de formación de colonias y de células iniciadoras de cultivos a
largo plazo (LTC-IC) y de las cinéticas de proliferación que se hicieron en este trabajo,
se observó que para las células enriquecidas Lin- y purificadas CD34+, la presencia de
UM171 ya sea sola o en combinación, favorece la proliferación y expansión de CPH.
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Los efectos de UM171 sola en los cultivos de células enriquecidas Lin- fueron más
notorios, puede ser el caso que algunas células accesorias presentes en las células
enriquecidas Lin- podrían de manera directa (a través de la interacción célula-célula)
o indirectamente (a través de la producción de citocinas) ser responsables de este
efecto, en donde existe una tendencia que al agregar UM171 favorece la proliferación
y la expansión, pues en ambos casos presentaron diferencias significativas.

No obstante para el caso de las LTC-IC, aunque no hubo diferencias significativas si
existe una tendencia en presentar un mayor número de LTC-IC en las condiciones con
UM171 para el caso de las células enriquecidas Lin-. Resultaría interesante analizar
a nivel transcriptómico y epigenómico a las células generadas con este protocolo de
expansión y poder analizar con mayor detalle si en realidad existe un efecto sinér-
gico de ambas moléculas en la generación de LTC-IC y porqué esto no se observó
para las células purificadas CD34+, pues en teoría ambas moléculas contribuyen a
la autorrenovación de las CTH y en este población se vio favorecida la población de
progenitores.

En resumen, se han identificado moléculas pequeñas que pueden colaborar con cito-
cinas de acción temprana para promover la expansión de las CTyPH. Realizar in-
vestigación sobre su modo de acción podría mejorar considerablemente nuestra com-
prensión de las vías reguladoras que gobiernan la autorrenovación y la diferenciación
de las CTyPH y su comportamiento en cultivos in vitro. Además, la caracterización
del potencial de actividades aditivas y sinérgicas entre moléculas pequeñas merece
ser investigado, ya que esto podría conducir al desarrollo de mejores plataformas de
expansión.

Nuestro análisis provee una caracterización funcional al adicionar moléculas pequeñas
en un protocolo de expansión con citocinas, y para tomar a consideración en los
próximos protocolos de expansión.

Esto además podría tener implicaciones clínicas en el trasplante, pues generalmente
se infunde una unidad no manipulada y otra expandida, siendo la primera unidad la
que permanece por un periodo más largo de tiempo, las CTH provenientes de esta
unidad son las que logran hacer injerto a largo plazo.

Sin embargo, estas moléculas pueden representar un enfoque complementario para
mejorar y quizás acelerar el injerto. La optimización de estrategias de expansión de
CTyPH una cambio de paradigma en el trasplante de SCU en el que se pueden utilizar
preferentemente unidades más pequeñas y mejor adaptadas.
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Por ello, la capacidad de proliferación, el mantenimiento de la expresión del marcador
CD34 y la generación de células en estadios avanzados podrían ser benéficos para
acortar los tiempos de recuperación de los pacientes, por esta razón UM171 sola o en
combinación en células enriquecidas Lin- podría ser una molécula que pueda ayudar
a este objetivo.



Capítulo 8

Conclusiones y perspectivas

8.1. Conclusiones

Para fines de expansión resulta más adecuado empezar con una población enri-
quecida Lin- o con células purificadas CD34+.

La presencia de UM171 en cultivo favorece la proliferación y la expansión en
células enriquecidas Lin- y células purificadas CD34+.

Existen diferencias significativas en cuanto a expansión en las células enrique-
cidas Lin- tratadas con UM171 sola a comparación de los demás tratamientos.

La molécula UM171 favorece la expansión de progenitores mieloides y eritroides
en células enriquecidas Lin-, habiendo diferencias significativas en formación de
colonias mieloides.

A pesar de no existir diferencias significativas, la combinación de UM171 y
OAC-1 en células purificadas CD34+ es posible tener un efecto sinérgico en la
expansión de células progenitoras.

Incluir a la molécula UM171 en nuestro sistema de cultivo resulta tener efectos
positivos y podría representar una opción para que sea adicionada para futuros
experimentos de expansión de CTyPH.

La posibilidad de que las células CD34– presenten plasticidad en cuanto a la
expresión del marcador CD34 necesita seguir siendo estudiada.
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8.2. Perspectivas

Se presentó una caracterización funcional in vitro de 4 poblaciones celulares al aña-
dir moléculas pequeñas en el cultivo. Sería interesante realizar estos cultivos pero
sobre una capa alimentadora y verificar si este nueva variable pueda beneficiar la
proliferación o expansión.

Asimismo, sería conveniente evaluar la presencia de los marcadores sugeridos que
clasifican funcionalmente a las células expandidas con UM171, y así tener una mayor
certeza del tipo de células troncales que se están generando en cultivo.

Con el fin de entender el mecanismo que produce la presencia de ambas moléculas
pequeñas y verificar si efectivamente producen un efecto sinérgico o es más bien
UM171 la molécula que está actuando sobre las células, un análisis de transcriptoma
podría darnos un panorama más amplio sobre qué vías y genes son las que se están
activando. Sin embargo, como primer acercamiento, se podrían realizar reacciones de
qPCR del gen POU5F1 y verificar si la molécula OAC-1 esta activando al factor de
transcripción.
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