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RESUMEN

La hematopoyesis se encuentra regulada por una serie de procesos en los que
resultan fundamentales las interacciones que se mantienen entre células
hematopoyéticas primitivas con los componentes del microambiente de la médula
0sea. En este, las células estromales mesenquimales juegan un papel fundamental
al regular el destino de estas poblaciones. Sin embargo, muy poco se sabe acerca
del tipo de comunicacibn que se mantiene con células hematopoyéticas de

enfermedades hematolégicas como la leucemia.

En este sentido, el presente trabajo tuvo la finalidad de evaluar mediante co-cultivos
sin contacto, el efecto que tienen las células estromales mesenquimales en la
regulacion de células de leucemia mieloide crénica CD34+ Lin- y compararlo con la
normalidad. Para ello se realizaron cuatro tipos de co-cultivos: hematopoyéticas
normales (HN) con mesenquimales normales (MN) y mesenquimales leucémicas
(ML), asi como hematopoyéticas leucémicas (HL) con MN y ML. Como control se

utilizaron células hematopoyéticas sembradas en ausencia de estroma.

Los resultados mostraron que, aunque no hubo contacto directo entre los co-
cultivos, las células mesenquimales leucémicas tuvieron una mejor capacidad de
soporte hematopoyético sobre las poblaciones de células HN, mientras que
notablemente favorecieron la proliferacion de las células HL. Interesantemente, una
fraccidon de estas células conservo un inmunofenotipo primitivo, cuya funcionalidad
fue evaluada mediante ensayos de unidades formadoras de colonias, observando
que en co-cultivo, las células hematopoyéticas formaron un mayor nimero de
colonias. Finalmente, mediante PCR se corroboro que las células hematopoyéticas
leucémicas que se mantuvieron al termino de los ensayos fueron positivas para la
translocacion BCR-ABL. Con estos hallazgos se concluye que la comunicacion
paracrina de células mesenquimales provenientes de un microambiente leucémico

favorecen el mantenimiento y proliferacion de células de leucemia mieloide cronica.



INTRODUCCION

La médula 6sea (BM del inglés, Bone Marrow) es el sitio en donde se forman y
desarrollan las células sanguineas de los seres humanos después del nacimiento,

a través de un proceso conocido como hematopoyesis (Crane et al., 2017).

El sistema hematopoyético se conforma principalmente de dos linajes, el linfoide y
el mieloide. A partir del primero se forman los linfocitos B y T, las células asesinas
naturales y las células dendriticas. Por otro lado, el linaje mieloide da lugar a
granulocitos (neutréfilos, eosindfilos y basoéfilos), monocitos, macréfagos, eritrocitos,

megacariocitos, células cebadas y células dendriticas.

Todos estos tipos celulares son originados a partir de una poblacion numéricamente
reducida que es responsable de formar a los distintos linajes maduros. A esta
poblacién se le ha denominado células troncales hematopoyéticas (HSC del inglés,
Hematopoietic Stem Cells) (Mukaida et al., 2017). Entre las caracteristicas que
definen a esta poblacion podemos mencionar su capacidad de autorrenovacion y

su multipotencialidad (Doulatov et al., 2012).

El término autorrenovacién se refiere a la capacidad de las HSC de
autoperpetuarse, es decir, una vez divididas, al menos una de las células hijas
conserva un estado indiferenciado, lo que favorece el mantenimiento del linaje
troncal, a pesar de su bajo porcentaje celular (0.01% - 0.005% del total de las células

presentes en la BM) (Mayani, 2009).

Por otro lado, la multipotencialidad es la capacidad que presentan las HSC para
diferenciarse en varios tipos celulares. Asi, las HSC llevan a cabo procesos de
diferenciacion que involucran la adquisicion de caracteristicas morfologicas vy
funcionales especificas. De este modo, el sistema hematopoyético se ha dividido

para su estudio en cuatro compartimentos (Figura 1).



Inicialmente las HSC identificadas por el inmunofenotipo CD34+CD38-Lin- se
diferencian en progenitores hematopoyéticos CD34+CD38+Lin-, los cuales han
perdido la capacidad de autorrenovacion. Estas células pueden mantener un estado
multipotencial, o bien, estar restringidas a dos o un solo linaje. Dentro de esta
poblacion, existen progenitores que tienen la capacidad de formar colonias
hematopoyéticas, conocidos como unidades formadoras de colonias (CFU del
inglés, Colony Forming Units) los cuales tienen un alto potencial proliferativo. De
esta manera, aunque los progenitores corresponden a menos del 5% del total de
las células de la BM, son capaces de incrementar considerablemente el nUmero
celular hematopoyético (Mayani, 2009). En conjunto, las poblaciones troncales y

progenitoras constituyen a las células hematopoyéticas mas primitivas.

Progresivamente, los progenitores daran lugar al compartimento precursor. En este,
las células adquieren caracteristicas morfolégicas de un linaje particular, sin
embargo, mantienen un estado inmaduro. Este grupo constituye mas del 90% de

las células residentes en la BM.

Finalmente, los precursores se convertirdn en células maduras completamente
diferenciadas, es decir, linaje positivas (Lin+) (Saldivar-Santoyo & Flores-Guzman,
2013) las cuales saldran de la BM para entrar a la sangre y cumplir funciones

especificas.

Dado que las células primitivas hematopoyéticas (HSPC del inglés, Hematopoietic
Stem Progenitor Cells) se encuentran en el eslabon mas alto de la jerarquia
hematopoyética, todos los procesos que llevan a cabo deben de estar estrictamente
regulados ya que pueden impactar en el resto de las poblaciones. Sin embargo, se
ha demostrado que su destino no solo depende de las caracteristicas intrinsecas de
los compartimentos hematopoyéticos que las conforman, sino que ademas
participan otros componentes, que en conjunto constituyen el microambiente de la
BM (Calvi et al., 2003; Chavez-Gonzalez et al., 2009; Mukaida et al., 2017).
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Figura 1. Jerarquia hematopoyética. El proceso de hematopoyesis se origina a partir de células
troncales hematopoyéticas que de forma gradual se van diferenciado en progenitores
hematopoyéticos. Estos daran lugar a precursores que finalmente se convertiran en células maduras

completamente diferenciadas con funciones especificas (Modificado de Pelayo, 2011).

Microambiente de la médula 6sea

La BM es un tejido esponjoso localizado en el interior del hueso que presenta una
arquitectura perfectamente definida y organizada, la cual se encuentra constituida
por elementos celulares y no celulares. Dentro de los primeros, podemos mencionar
a los osteoblastos, osteoclastos, células endoteliales, células estromales
mesenquimales (MSC del inglés, Mesenchymal Stromal Cells), adipocitos, células
de Schwann, etc. Con relacion a los componentes no celulares se incluyen: los
elementos de la matriz extracelular, factores de crecimiento, quimiocinas, citocinas

etc.

Todos estos componentes mantienen estrecha comunicacion con las HSPC, las
cuales a traveés de interacciones por contacto directo o mediante factores solubles,
proveen de sefales regulatorias para su autorrenovacién, mantenimiento,

proliferacion y diferenciacion.



Con base en lo anterior, se ha sugerido que las HSPC no se encuentran de forma
azarosa en BM, sino que se localizan en regiones especificas, las cuales proveen

de sefales regulatorias que pueden modificar el comportamiento celular.

Interaccion de las HSPC con elementos de la BM

Los primeros estudios enfocados en localizar a las HSPC en modelos murinos,
sugerian que esta poblacién se encontraba cercana a los osteoblastos (unidades
formadoras de hueso localizadas a lo largo de la superficie endosteal,
particularmente en la region trabecular). Estos hallazgos incitaban a suponer que
los osteoblastos podrian estar asociados a la regulacion de las HSPC, dado que
podrian mantener comunicacion a través del contacto directo o mediante la
secrecion de factores solubles utiles para su mantenimiento (Brown & Gatter, 1993).
Esto dio lugar a que a inicios del siglo XXI se llevaran a cabo estudios para conocer
el papel de los osteoblastos en el mantenimiento de las HSPC.

En 2003 en un estudio realizado por Calvi y colaboradores, se utiliz6 un modelo
murino en el que se activo el receptor de la hormona paratioridea (PTHR del inglés,
Parathyroid Hormone Receptor) en células formadoras de hueso. A partir de estos
ensayos, detectaron un incremento en el nimero celular de osteoblastos que a su

vez se correlacion6 con un aumento en la poblacion de HSC (Calvi et al., 2003).

En un estudio similar realizado por Zhang en el mismo afio, se encontré que al
inactivar en osteoblastos el receptor de Proteinas morfogénicas de hueso tipo IA
(BMPRIA), el cual conduce a la muerte de osteoblastos por apoptosis, habia un
aumento en el nimero celular de esta poblacion, lo que nuevamente se asocio a un
incremento en la poblacion de HSC. Es de resaltar que estas alteraciones no
modificaron el nUmero de progenitores hematopoyéticos (Zhang et al., 2003). En
conclusién, ambos trabajos demostraron que los osteoblastos son un componente

regulador de las HSC in vivo.



De manera controversial, en 2005 un grupo de investigadores prob6 que la
Osteopontina liberada por osteoblastos, disminuia considerablemente el nUmero de
HSC en modelos murinos (Stier et al.,, 2005). Este grupo propuso que la
Osteopontina podria unirse a receptores presentes en las células hematopoyéticas,
constituyendo un estimulo pro-apopt6tico. En conjunto, estas evidencias sugieren
que los factores producidos por una misma poblacién celular pueden regular de

manera opuesta el numero de HSC.

En aflos mas recientes, al evaluar las moléculas CXCL12 (del inglés, C-X-C Motif
Chemokine Ligand 12) y SCF (del inglés, Stem Cell Factor) en distintas poblaciones
celulares, se observé que los osteoblastos no expresaban SCF y que CXCL12 era
secretado en muy bajas concentraciones. Sin embargo, las células endoteliales y
mesenquimales expresaban estas moléculas en mayor medida, sugiriendo que
ambos tipos celulares podrian tener un papel relevante en la regulacion de las HSC
(Ding et al., 2012). Con relacién a lo anterior, en un estudio utilizando microscopia
confocal en un modelo murino, se observé que mas del 80% de HSC se
encontraban cercanas a la region perivascular de la BM y en menor medida a la
region cortical del hueso (Crane et al., 2017; Morrison & Scadden, 2014). Con estos
datos se concluyé que ambas poblaciones celulares podrian tener un papel

relevante en el mantenimiento de las HSC.

Con relacién a las células endoteliales, las cuales dan lugar a la vasculatura de la
BM (conformada principalmente por arteriolas, capilares y sinusoides), se ha
descrito que son capaces de secretar diferentes factores que estimulan la
autorrenovacion de las HSC (Brown & Gatter, 1993). Ejemplo de ello fue el trabajo
realizado por Butler y colaboradores en donde observaron que factores de
crecimiento derivados de células endoteliales favorecian la autorenovacion in vitro
de las HSC (Butler et al., 2010) . Ademas, la Pleiotropina secretada por células
endoteliales fue capaz de regular la autorrenovacién y la retencion de HSC in vivo
(Himburg et al., 2012), lo que llevo a la conclusion de que las células endoteliales

son un componente regulador de la hematopoyesis.



De manera relevante en el 2012, con la finalidad de detectar qué tipos celulares
proveian de factores para el mantenimiento de las HSPC, se observo en un modelo
in vivo que las moléculas CXCL12 y SCF eran secretadas por las células
endoteliales y por MSC. Sin embargo, estas ultimas producian 100 veces mas
CXCL12 en comparacion con las células endoteliales, lo que sugeria que las MSC
podrian ser un componente celular importante en la regulacion de las HSPC (Ding
et al., 2012).

Las MSC en el mantenimiento de la hematopoyesis

Las MSC son un tipo celular multipotencial que in vitro tienen la capacidad de
diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condrocitos. Dada la gran
heterogeneidad celular que presentan estas células, la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (ISCT del inglés, International Society for Cellular Therapy) las ha
definido como células que se adhieren al plastico en cultivo, que expresan los
marcadores CD73, CD90, y CD105, pero carecen de los marcadores CD14, CD34,
CD45, CD79q, y HLA-DR (Dominici et al., 2006).

En los ultimos afios se ha demostrado que las MSC cumplen un papel importante
en la regulacion de las HSPC, dado que expresan y secretan moléculas que
favorecen la autorrenovaciéon y el mantenimiento de las HSC (Ding et al., 2012), asi
como la proliferacion y expansion de las células progenitoras (Fajardo-Ordufia et
al., 2016). Entre los factores que son secretados por las MSC podemos mencionar
CXCL12, SCF, LIF, M-CSF, GM-CSF, Ang-1, HGF, VEGF, TGF-B, PIGF, IL-6, TPO,
MMP-9, CCL2, etc (Van Overstraeten-Schiltgel et al., 2006).

Uno de los primeros estudios en los que se evalué el papel de las MSC en el
mantenimiento de las HSC fue el realizado por Omatsu y colaboradores. Utilizando
un modelo murino, encontraron que al deletar de forma condicional las moléculas
CXCL12 y SCF en MSC, la poblacion de HSC se reducia y entraba a un estado de



quiescencia. Ademas detectaron la expresion temprana de genes del linaje mieloide
(Omatsu et al., 2010).

Estos resultados fueron similares a los de otro estudio, en el que al depletar SCF en
células de estroma positivas al receptor de leptina, se elimind la poblacion de HSC,
concluyendo que estas células expresaban factores que promueven el

mantenimiento de dicha poblacion hematopoyética (Ding et al., 2012).

Afos mas tarde, se confirm6 mediante analisis de imagenes de BM murina que mas
del 90% de HSC Hoxb5+ con la capacidad de recapitular la hematopoyesis en
ratones secundarios irradiados (LT-HSC del inglés, Long Term Hematopoietic Stem
Cells) estaban en contacto directo con células estromales perivasculares (Chen et
al., 2016).

En conjunto, estos hallazgos sugieren que las MSC son células indispensables en
el mantenimiento de las HSC en modelos murinos. Sin embargo, aunque se asume
que el microambiente en roedores podria ser similar en humanos, muy poco se ha
descrito respecto a este ultimo dada la pequefia proporcidn en la que se encuentran

ambas poblaciones celulares.

Entre los trabajos que han demostrado el papel de las MSC de BM humana en el
mantenimiento, proliferacion y diferenciacion de las HSPC se puede mencionar el
realizado por Van Overstraeten-Schldgel en 2006, en el que se observé que los
factores secretados por MSC de BM in vitro soportan el mantenimiento de la
poblacion CD34+ proveniente de cordén umbilical, al realizar co-cultivos con y sin

contacto.

En 2012, se reportd que las HSPC CD34+ obtenidas de biopsias de BM humana
mantenian contacto con MSC CD271+ (Flores-Figueroa et al., 2012) lo cual reafirmé
el papel que podrian jugar las MSC en la regulacion de estas poblaciones

hematopoyéticas en condiciones normales en humanos.



Adicionalmente, estudios en los que se realizaron co-cultivos de MSC en presencia
de HSPC provenientes de sangre periférica y cordon umbilical se observé que las
MSC favorecieron el mantenimiento de las células hematopoyéticas de sangre
periférica, e interesantemente, en el caso de las células de corddén umbilical, se
incrementd su poblacion celular. (Fajardo-Ordufia et al., 2016; Ito et al., 2015). Cabe
resaltar que, en ambos estudios las MSC se encontraban en contacto directo con
las HSPC.

Estas evidencias sugieren que el microambiente hematopoyético resulta crucial en
la regulacion de la hematopoyesis. Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos
por los cuales las HSPC son reguladas, nos proporciona un mejor entendimiento de
los procesos de homeostasis del tejido hematopoyético (Crane et al., 2017) tanto en
condiciones normales como en distintas patologias, dentro de las que se incluyen

las leucemias.

Leucemia

Las leucemias son un grupo heterogéneo de malignidades hematoldgicas que se
caracterizan por un incremento en el numero de leucocitos en circulacion. De
acuerdo a la velocidad de progresion de la enfermedad se pueden dividir en
leucemias agudas o cronicas. En la primera, se presenta un rapido desarrollo de la
enfermedad en la que la mayoria de las células afectadas no alcanzan un estado
de diferenciacion completo. Mientras que en las leucemias crénicas, las células son
capaces de alcanzar un estado de maduracion y con ello llevar a cabo sus funciones
normales, ocasionando que la enfermedad se desarrolle mas lentamente. Sin
embargo, con el paso del tiempo pueden acumularse alteraciones que favorezcan

su transicién a una fase aguda.

Adicionalmente, las leucemias se pueden clasificar de acuerdo al linaje

hematopoyético que se vea afectado, pudiendo distinguir asi entre leucemia

10



linfoblastica, si las células afectadas son de linaje linfoide o mieloblastica si son de

linaje mieloide.

Cada uno de los tipos de leucemia presenta caracteristicas particulares. Sin
embargo, la leucemia mieloide crénica (CML del inglés, Chronic Myeloid Leukemia)
presenta una translocacion que facilita considerablemente su diagndstico, lo que la
hace un buen modelo biolégico para el estudio de las interacciones del

microambiente y las células hematopoyéticas.

Leucemia mieloide crénica

La leucemia mieloide crénica es un padecimiento hematologico en el que las células
hematopoyéticas cancerosas de linaje mieloide se expanden, ocasionando un
aumento en el numero celular hematopoyético que poco a poco ira desplazando a

las células sanguineas normales (Fialkow et al., 1977; Petzer et al., 1996).

En Estados Unidos, esta enfermedad representa el 15% del total de las leucemias
en adultos, con una media de edad al diagnéstico de 64 afios. La Sociedad
Americana contra el Cancer estima que para el 2021 seran diagnosticados 21,250
nuevos casos y que alrededor de 4,320 personas podrian fallecer por esta
enfermedad. (Granatowicz et al., 2015; American Cancer Society's, 2021).
Especificamente en México, no se cuenta con datos precisos de incidencia, dado

gue no existe un registro nacional de este padecimiento.

La CML se encuentra especificamente asociada a una alteracion genética
comunmente conocida como cromosoma Philadelphia, la cual se produce por una
translocacién entre regiones de los genes Bcr y Abl localizados en los cromosomas
22 y 9 respectivamente. Esta translocacion da lugar a una proteina quimérica con
actividad cinasa sobre tirosinas que activa una serie de vias de transduccion de

sefales de manera permanente (Druker et al., 2008; Quintas-Cardama et al., 2009),
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promoviendo la supervivencia y proliferacion de las células leucémicas (Sawyers,
1999; Van Etten, 2004).

Desde el punto de vista clinico, la CML es una enfermedad trifasica, en donde las
células leucémicas iran adquiriendo anormalidades genéticas adicionales con el
tiempo, dando lugar a la progresion de la enfermedad desde una fase cronica inicial
a una fase acelerada avanzada, pudiendo culminar en una crisis blastica (Perrotti et
al., 2010).

La fase crénica puede durar de tres a cinco afios (Granatowicz et al., 2015) y en
esta se diagnostican el 85% de los pacientes (Faderl et al., 1999). El 40% de estos
son asintomaticos, basando el diagnostico solamente en un conteo anormal de
células sanguineas (Sawyers, 1999). Dentro de los sintomas que los pacientes
pueden llegar a presentar se incluyen: anemia, fatiga, pérdida de peso, anorexia y
saciedad temprana. La esplenomegalia es un hallazgo comudn en el examen fisico
y esta presente en mas de la mitad de los pacientes (Granatowicz et al., 2015). En
esta fase, las células sanguineas pueden mantener su capacidad de diferenciarse
normalmente hasta progresar a la fase acelerada (Bhatia, 2013) en la que se
comienzan a detectar células inmaduras en circulacion. Los criterios diagndsticos
de esta fase son variables y su duracién puede ser de semanas a afios. Finalmente,
la crisis blastica se caracteriza por tener mas del 30% de células inmaduras en
circulacion sanguinea e incluso por infiltrados extramedulares asociados con
esplenomegalia. En esta fase, la supervivencia de los pacientes se reduce a meses

e incluso semanas.

El descubrimiento de la proteina BCR-ABL ha permitido desarrollar farmacos
inhibidores de cinasas de tirosina (TKI, del inglés, Tyrosine Kinase Inhibitor) con lo
cual se ha revolucionado el tratamiento de la CML, pasando de una enfermedad
fatal a una enfermedad cronica en la mayoria de los pacientes (Druker et al., 2008;
Granatowicz et al., 2015). Antes de 1983, la sobrevida a 8 afios de los individuos

diagnosticados con CML era de menos del 15%. Sin embargo, con la
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implementacion del tratamiento basado en interferén-alfa y el trasplante alogénico
de células troncales hematopoyéticas, de 1983 al 2000 la sobrevida mejord de 42 a
65%. Posteriormente, cuando se introdujo a la clinica la terapia con TKI en 2001, la
sobrevida a ocho afios paso a 87%, la cual sigue mejorando con el uso de
inhibidores de BCR-ABL de segunda y tercera generacién (Kantarjian et al., 2012).

Sin embargo, aun existe un grupo de pacientes que presentan poca tolerancia,
pérdida de respuesta o resistencia al tratamiento (Quintas-Cardama et al., 2009).
Este ltimo es asociado generalmente al desarrollo de mutaciones en el dominio
cinasa de la proteina BCR-ABL (Schmidt et al., 2011). Adicionalmente, aunque
estos inhibidores logran la remisién de la CML en la mayoria de los pacientes, el
tratamiento falla en erradicar a las células troncales leucémicas (LSC del inglés,
Leukemic Stem Cells) (Schmidt et al., 2011) debido a que se encuentran en un
estado de quiescencia (Doulatov et al., 2012; Moreno-Lorenzana et al., 2016). Por
ello, el estudio de la enfermedad en cuanto a su permanencia en BMy a la busqueda
de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a la poblacién troncal adquiere

relevancia.

Desde el punto de vista hematopoyético, en la CML al igual que en la normalidad,
las células sanguineas leucémicas se originan de un tipo celular con capacidad de
autorrenovacion, lo que las define como LSC. Estas células comparten parcialmente
el inmunofenotipo con las células normales, es decir, son CD34+CD38-Lin-, y hasta
hace apenas algunos afios, se han propuesto marcadores que permiten distinguir a
las LSC de su contraparte normal. Entre estos se encuentran IL-1RAP+, CD26+ y
CD25+ (Herrmann et al., 2014; Jaras et al., 2010; Sadovnik et al., 2016).

Las LSC son capaces de autorrenovarse, proliferar y diferenciase durante la fase
cronica bajo la influencia de sefales intrinsecas, tal como fue demostrado en 2011
cuando se encontro que las LSC de CML secretaban de forma autécrina GM-CSF,
G-CSF, IL-6 y TNF-a, citocinas que son utilizadas por las LSC para activar la via de

sefalizacion NFKkB. Esto llevo a sugerir que estas citocinas juegan un papel clave
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en el auto-mantenimiento de las LSC, pero que a su vez podrian estar afectando el
microambiente de la BM (Gallipoli et al., 2013; Reynaud et al., 2011). Lo anterior se
demostré al encontrar que las citocinas proinflamatorias y quimiocinas provenientes
de células tumorales modifican el comportamiento de las células del microambiente
(ElI-Badawy et al., 2017).

Esto ha sido objeto de estudio en los ultimos afios, puesto que ha surgido gran
interés por entender las interacciones que mantienen las HSPC leucémicas con las

diferentes células que conforman su microambiente.

Por lo tanto, dado que las MSC son uno de los principales componentes de la BM y
considerando que en la normalidad secretan diversos factores que regulan el
destino de las células hematopoyéticas, varios investigadores han evaluado el

efecto bioldgico de las MSC sobre las células hematopoyéticas tumorales.

En el caso de la leucemia mieloide aguda, se ha observado que las MSC normales
son capaces de mantener en co-cultivo a las HSPC leucémicas, y mas aun, si se
toman células en estado GO del ciclo celular y posteriormente se trasplantan en
ratones inmunosuprimidos, éstas son capaces de iniciar la enfermedad (Ito et al.,
2015).

En un estudio mas reciente en el que utilizaron HSPC de pacientes con leucemia
linfoblastica aguda, se observé que al adicionar medio condicionado de MSC
normales que fueron previamente cultivadas con células leucémicas, se incrementé
la proliferacion de células hematopoyéticas CD34+ de cordon umbilical.
Interesantemente, una proporcion de estas células entr6 a las fases S/G2/M del
ciclo celular, mientras que el 50% de la poblacién inicial mantuvo su inmunofenotipo

primitivo (Vernot et al., 2017).

En el caso de la CML se ha reportado que cuando estan en contacto, las MSC de

BM normal mantienen un nimero reducido de células leucémicas CD34+ en

14



comparacién con co-cultivos de células primitivas hematopoyéticas normales
(Zhang et al., 2013).

Los hallazgos descritos con anterioridad sugieren que las MSC son capaces de
regular a las células primitivas hematopoyéticas tanto normales como leucémicas a
través del contacto directo o mediante factores presentes en medios condicionados.
Sin embargo, dado que las células leucémicas pueden afectar su microambiente
celular circulante, resulta relevante realizar estudios en los que se evalle el
comportamiento de las HSPC de CML en presencia de MSC provenientes de
pacientes con la misma enfermedad. Esto permitira contrastar si las células
mesenquimales leucémicas tienen el mismo efecto sobre las células
hematopoyéticas leucémicas o si existen diferencias con relacion a su contraparte
normal de modo que podamos tener un mejor entendimiento del papel biolégico del

microambiente leucémico.
El presente trabajo tuvo la finalidad de evaluar el papel de las MSC sobre el

mantenimiento, diferenciacion y expansion de células primitivas de CML en

ausencia de contacto directo.
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JUSTIFICACION

La BM es el sitio en donde se lleva a cabo la hematopoyesis. Las células
responsables de dar lugar a las primeras etapas de este proceso son las HSPC, las
cuales no se encuentran de forma azarosa en BM, si ho que se localizan en sitos
especificos. Se ha reportado que las MSC son capaces de regular el mantenimiento
de las HSPC en condiciones normales. Sin embargo, muy poco se sabe acerca del
papel de las MSC en la regulacion de las HSPC en enfermedades hematoldgicas
como lo es la CML. En este sentido, el presente trabajo tuvo la finalidad de evaluar
el papel que cumplen las MSC en la regulacién de las HSPC leucémicas en cultivos

in vitro en ausencia de contacto y compararlo con su contraparte normal.
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HIPOTESIS

Las MSC leucémicas favoreceran la proliferacion, diferenciacién y expansion de las

células primitivas leucémicas en co-cultivos sin contacto.

OBJETIVO

Evaluar el efecto de co-cultivos sin contacto entre MSC de CML y células primitivas

hematopoyéticas leucémicas

OBJETIVOS PARTICULARES

. Obtener MSC y células primitivas hematopoyéticas a partir de muestras de
individuos hematolégicamente sanos y de pacientes con CML.

. Caracterizar las MSC provenientes de individuos hematolégicamente sanos
y pacientes con CML.

. Evaluar mediante co-cultivos sin contacto entre células primitivas
hematopoyéticas (normales y leucémicas) y MSC (normales y leucémicas), los
procesos de proliferacion, diferenciacion y expansion.

. Evaluar la permanencia de la translocacion Bcr-Abl en células leucémicas

durante el co-cultivo.
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METODO

Obtencion de células primitivas hematopoyéticas y MSC a partir de BM

Las muestras de BM de individuos hematol6gicamente sanos se obtuvieron en el
Hospital General Regional No.2 Villa Coapa, IMSS a partir de cirugias de cadera en
donde se realizaron raspados de la cresta iliaca con fines de ajuste de protesis,
mientras que las muestras de pacientes con CML fueron obtenidas a partir de una
fraccion del aspirado de BM utilizado para el diagnostico clinico de pacientes
atendidos en el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional La Raza,
IMSS. En ambos casos, previo a la toma de muestra, los individuos firmaron una
carta de consentimiento informado. Los criterios de seleccibn de muestras se

observan en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios de inclusion y eliminacion de muestras de individuos

hematolégicamente sanos y de pacientes con CML.

Muestras Inclusién Eliminacion

o Diagnaostico clinico de
CML en fase croénica.
Pacientes con CML | o Sin tratamiento con TKI.
o Carta de consentimiento o Muestras que no

informado firmado. cumplan con el

o Individuos sin namero celular
antecedentes de requerido para el
enfermedades estudio.

Individuos neoplasicas o o Muestras con baja
hematologicamente hematolégicas sometidos viabilidad.
sanos a cirugia de protesis de

cadera.

o Carta de consentimiento
informado firmado.

Las muestras de sujetos hematolégicamente sanos se colectaron en tubos de 50ml
con 15ml de medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) con 3% de suero
fetal bovino (FBS del inglés, Fetal Bovine Serum), 1% de penicilina-estreptomicina
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y 0.2% heparina. En el caso de las muestras de CML, se tomaron con jeringas de

10ml impregnadas con heparina.

Procesamiento de muestras

Para la obtencion de células mononucleares (normales y leucémicas) se
adicionaron 3ml de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) por cada 4ml de
muestra para posteriormente realizar un gradiente de densidad por centrifugacion

siguiendo el protocolo Ficoll-Paque Plus.

Con la finalidad de evaluar la viabilidad celular, las células se tifileron con azul de

tripano y se contaron utilizando una camara de Neubauer.

Obtencion de células primitivas hematopoyéticas (normales vy leucémicas)

A partir de células mononucleares de muestras normales y leucémicas, se obtuvo
una fraccion celular enriquecida en células CD34+lin- mediante seleccion negativa
(StemCell Technologies). Los antigenos de linaje utilizados para el enriquecimiento

se observan en la Tabla 2.

Tabla 2. Antigenos de linaje hematopoyético presentes en el coctel de
enriquecimiento de seleccion negativa.

Antigenos Células que presentan el antigeno
Anti-CD2 Linfocitos y células NKs
Anti-CD3 Linfocitos T
Anti-CD11b Granulocitos, monocitos, macrofagos células dendriticas
Anti-CD11c Monocitos, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas
Anti-CD14 Monocitos y macrofagos
Anti-CD16 Monocitos
Anti-CD19 Linfocitos B
Anti-CD24 Linfocitos B y granulocitos inmaduros
Anti-CD56 Células NK
Anti-CD66b Neutrofilos
Anti-Glicoforina A | Eritrocitos
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Para efectuar esta seleccion, las muestras se incubaron por 15 minutos a
temperatura ambiente con el coctel de anticuerpos primarios, y posteriormente se
adicionaron perlas magnéticas. Las muestras se trasladaron a una columna
inmunomagnética StemSep con la finalidad de recuperar a las células CD34+ Lin-,
las cuales fueron centrifugadas para eliminar el sobrenadante. La fraccion celular
enriquecida de manera independiente tanto de células primitivas hematopoyéticas
normales, como para leucémicas (las cuales en adelante seran referidas como HN
y HL respectivamente), fueron resuspendidas en medio basal StemSpan a 4°C

hasta su uso.

Obtencion de células estromales mesenquimales (normales vy leucémicas)

Una fraccion de células mononucleares tanto de muestras normales como
leucémicas se resuspendié en medio DMEM, suplementado con SFB al 3% y
penicilina-estreptomicina al 1%, para posteriormente sembrarse en cajas Petri de
10cm, en donde se mantuvieron por cuatro dias a 37°C con 5% de CO..
Transcurrido ese tiempo, las células en suspension se removieron mediante cambio
de medio y una vez que las células adherentes alcanzaron el 80% de confluencia,
las células se despegaron con tripsina al 0.05% en EDTA (del inglés, Ethylene
diamine tetra acetic) 0.53 mM. Estas se resembraron a una densidad de 2X10°

células en placas de 6 pozos.

La identidad de esta poblacion celular se verific6 mediante citometria de flujo
evaluando la presencia de los marcadores CD73, CD90 y CD105 y la ausencia de
CD45 y CD31. Ademés, se determind su capacidad de diferenciacion hacia los
linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico, mediante el uso de medios de
diferenciacion especificos en donde se verificé la positividad para Fosfatasa
alcalina, tincion de lipidos con rojo oleoso y presencia de mucopolisacaridos
mediante tincion con azul alcian, respectivamente (StemCell Technologies). En
adelante, las MSC provenientes de muestras primarias normales o leucémicas

seran denominadas como MN y ML respectivamente.
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Analisis inmunofenotipico de células primitivas hematopoyéticas normales y

leucémicas.

Para verificar el enriquecimiento celular, las células hematopoyéticas tanto
normales como leucémicas fueron evaluadas por citometria de flujo utilizando

anticuerpos contra CD34 y CD38, asi como los marcadores de linaje CD14 y CD10.

Para ello, se tomaron 5x10* células que previamente fueron fijadas con
paraformaldehido al 3%. Posteriormente, se resuspendieron en 100ul de PBS al 3%
de FBS y se incubaron por 30 minutos a 4°C protegidas de luz con los anticuerpos
correspondientes. Transcurrido el tiempo, las células se lavaron con 500ul de PBS
con 3% de FBS. Las células marcadas se evaluaron en un citometro FACS Verse,

analizando un minimo de 10,000 eventos.

Co-Cultivos sin contacto de MSC y células primitivas hematopoyéticas

Para determinar el efecto de las MN y ML sobre las HN y HL, ambos grupos
celulares fueron co-cultivados utilizando insertos transwell con la finalidad de
impedir las interacciones por contacto celular. Para ello 35,000 células MN o ML se
sembraron previamente en placas de 12 pozos hasta permitir su adherencia y
confluencia. Posteriormente se colocd un inserto transwell sobre el que se
adicionaron 1X10° células HN o HL. De esta manera se formaron 4 tipos de co-

cultivos distintos (Figura 2).

Para todos los experimentos se utilizaron como control HN y HL cultivadas en

ausencia de estroma.
Todos los experimentos se mantuvieron por 5 y 10 dias con medio StemSpan

carente de FBS y citocinas. El medio condicionado de cada co-cultivo se colect6,

filtré y almaceno a -70°C para su evaluacion en futuros estudios.
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Figura 2. Tipos de co-cultivos sin contacto formados con células hematopoyéticas CD34+
normales (HN) o leucémicas (HL) y MSC de BM tanto normales (MN) como leucémicas (HL).
Se sembraron en placas de 12 pozos 3.5X10* MSC normales o leucémicas en medio StemSpan
hasta permitir su adherencia. Posteriormente sobre insertos transwell se colocaron 1X10°% células
hematopoyéticas enriquecidas en CD34, tanto normales como leucémicas. Todos los co-cultivos se

realizaron en ausencia de suero y citocinas.

Conteo celular

Las células hematopoyéticas normales y leucémicas de cada uno de los co-cultivos
se contaron en los dias 5 y 10 mediante el método de exclusién por azul de tripano

utilizando una camara de Neubauer.

Anéalisis inmunofenotipico de células primitivas hematopoyéticas en co-cultivo

Para conocer el efecto de los co-cultivos en la diferenciacion de las células
hematopoyéticas, se evaluaron los marcadores de superficie presentes al inicio y
durante los dias del co-cultivo. Para ello, una proporciéon de células de los diferentes
co-cultivos se lavaron con PBS con 3% de FBS, para luego ser incubadas en
completa oscuridad a 4°C durante 30 minutos con los anticuerpos CD45, CD34,
CD38, CD14, y CD10. Pasado este tiempo se realizo un lavado con PBS con 3% de
FBS. Finalmente, las células se evaluaron mediante citometria de flujo

multiparamétrica. Los datos se analizaron utilizando el Software FlowJo X10.0.7.
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Ensayo de unidades formadoras de colonias

Con la finalidad de evaluar la funcionalidad de las células primitivas
hematopoyéticas después del co-cultivo con MSC, se realizaron ensayos de Células
Formadoras de Colonias (CFU). Para esto, se utilizaron 3x10° células HN y HL
provenientes de los dias 5 y 10 de co-cultivo. Estas fueron sembradas en medio
MethoCult en el que se mantuvieron por 14 dias a 36°C con 5% de CO.. Al término

del ensayo se determiné el nimero y el tipo de colonias obtenidas.

Como control se utilizaron células CD34+Lin- de BM normal o leucémica que fueron
mantenidas en ausencia de estroma y citocinas, que también fueron cultivadas en

MethoCult en las condiciones antes descritas.

Identificacion de la translocacion BCR-ABL

Para evaluar la permanencia de la poblacion leucémica en el transcurso de los co-
cultivos, se evalud la presencia del transcrito BCR-ABL en las células HL mediante
PCR (Polymerase Chain Reaction) anidada a los dias 0, 5 y 10. Para ello,
primeramente, se realizaron extracciones de RNA mediante la técnica Trizol-
Cloroformo, con el que se gener6 el cDNA mediante transcripcion inversa.
Posteriormente se realizaron PCR punto final utlizando los primers: 5'-
GGAGTGTTTCTCCAGACTGTTG-3, 5-ACAAGAGGGAGGTGATACGTGCGAG-
3’, bajo las siguientes condiciones: 96°C, -5 min, (94°C, -30 seg, 60°C, -1 min, 72°C
-1 min) por 35 ciclos y 72°C, -10 min. Las muestras se sometieron a una segunda
amplificacion, con la finalidad de determinar de manera mas robusta la presencia
de la translocacion. En la segunda ronda se utilizaron los primers: 5°-
TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT-3", 5-GGTTCGTTATGTAGTGCGGTCAGTTG-
3’, utilizando las siguientes condiciones: 96°C, 5 min, (94°C, -30 seg, 61°C, -1 min,
72°C, -1 min) por 30 ciclos y 72°C, -10 min. Como control positivo, se utilizd el RNA
de la linea celular de CML K562.
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RESULTADOS

Considerando que las MSC son uno de los principales componentes no
hematoldgicos de la BM y dado que se ha sugerido que estan involucradas en la
regulacion de la hematopoyesis normal, el interés inicial de este proyecto fue
determinar si las MSC participan en el mantenimiento de las células de CML.

Para ello, se propuso el uso de un modelo in vitro mediante co-cultivos sin contacto
entre MSC vy células primitivas hematopoyéticas provenientes de muestras
primarias de BM humana, tanto de individuos hematol6gicamente sanos, como de

pacientes con CML.

Caracterizacion de células estromales mesenquimales

Dado que los criterios de obtencion de las MSC se basan en que son células
adherentes al plastico, con morfologia fibroblastoide, positivas para los marcadores
CD73,CD90y CD105, asi como negativas para CD45 y CD31, se realiz6 un analisis
inmunofenotipico por citometria de flujo de las células que se obtuvieron a partir de
los cultivos primarios y que provenian tanto de BM normal como leucémica. Para
ello fueron utilizadas células MN y ML de BM en pasajes 3 y 4. De esta manera se
determindé que mas del 95% de las células presentes en los cultivos eran MSC
(Figura 3A). El segundo criterio utilizado para caracterizar a esta poblacion consistio
en diferenciar a las células en adipocitos, osteoblastos y condrocitos (Figura 3B),
observando que acorde con lo descrito en la literatura, las células se diferenciaron
a los linajes esperados. La capacidad de diferenciacion osteogénica se determind
por la deteccion de fosfatasa alcalina tefiida en azul oscuro. La presencia de
adipocitos fue detectada por la tincion de vacuolas lipidicas con rojo oleoso.
Finalmente, la diferenciacion codrogénica se evalué por la tincion de

glucosaminoglicanos presentes en células de condrocitos.
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Figura 3. Caracterizacion de células estromales mesenquimales. Células Estromales
Mesenquimales provenientes de Médula Osea Normal (MN) y Médula Osea de sujetos con CML
(ML) caracterizadas por inmunofenotipo (A) y por su capacidad de diferenciacion (B). Mas del 95%
de las células corresponden a células CD45-, CD31- que co-expresan los antigenos CD73, CD90 y
CD105. Las células fueron capaces de diferenciarse a los linajes osteoblastico, adipogénico y
condrogénico. Se muestran imagenes representativas de 3 experimentos independientes.
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Co-cultivos de HNy HL con MN y ML

Para evaluar si las MSC (provenientes de sujetos sanos, asi como de pacientes con
CML) ejercen algun efecto sobre las células primitivas hematopoyéticas (normales
o leucémicas), las diferentes poblaciones se mantuvieron en co-cultivos libres de

contacto y en ausencia de factores adicionales como FBS vy citocinas.

Para esto, se sembraron células hematopoyéticas CD34+Lin- sobre capas
confluentes de células estromales mesenquimales separadas por insertos transwell.
Los cultivos permanecieron por 10 dias en ausencia de FBS y citocinas. A los dias
5 y 10 de cultivo, se evalué el niumero celular, asi como los procesos de

diferenciacion y la expansion.

NUmero celular

Los resultados obtenidos después de evaluar el nimero celular a los dias 5y 10 de
cultivo, mostraron que todas las poblaciones hematopoyéticas se redujeron con
relacion a las 100 000 células sembradas inicialmente (Figura 4). No obstante, esta
reduccion fue mucho mayor cuando las células permanecieron en ausencia del co-
cultivo con MN o ML. Aunado a lo anterior, los resultados indican que mientras las
HN se redujeron a lo largo del tiempo en presencia de MN, al estar en co-cultivo con
ML, su numero se mantuvo e incluso después de 10 dias el total de células era muy

semejante al inicialmente sembrado.

Interesantemente, las células HL lograron mantener un mayor nimero celular en
cualquier condicion de co-cultivo, incluso permanecieron cercanas al namero
inicialmente sembrado después de 5 dias en presencia de ML o 10 dias con MN.
Este efecto se hizo ain mas evidente cuanto las células HL permanecieron en un
ambiente totalmente leucémico (es decir con ML), en donde después de 10 dias, se
detectd un incremento en el numero celular de mas del doble de lo inicialmente

sembrado.

26



En conjunto, estos resultados sugieren que las MSC evitan la reduccion total en el
namero de las células hematopoyéticas, pero en un ambiente totalmente leucémico
se favorece el incremento de las poblaciones hematopoyéticas leucémicas, todo ello

sin necesidad de establecer comunicacion a través del contacto celular.

400000~ —— 3 sin co-cultivo
L; 300000+ Bl co-cultivo con MN
§ 200000 _ Bl co-cultivo con ML
g —t
€ 1000004-—="t - F Lo -
3
2

HN HN HL

Day 5 Day 10

Figura 4. La hematopoyesis (normal y leucémica) es mantenida en presencia de MSC. Se
mantuvieron células primitivas hematopoyéticas (normales y leucémicas) en co-cultivo con MSC
(normales y leucémicas) durante 10 dias. A los 5y 10 dias de cultivo, el nimero celular fue evaluado
mediante el método de exclusién con azul de tripano. Células primitivas hematopoyéticas cultivadas
en ausencia de MSC (sin co-cultivo) se utilizaron como control al tiempo cero (linea punteada) y se
compararon con: Hematopoyéticas Normales (HN) o leucémicas (HL) en presencia de células
mesenquimales normales (MN) o leucémicas (ML). Los ensayos se realizaron libres de contacto y
en ausencia de FBS y citocinas. Los resultados muestran la media +/- SEM de 3 experimentos
independientes. Valores de significancia: *p < 0.5.

Diferenciacién

Con la finalidad de evaluar si las MSC tuvieron algun efecto en la diferenciacion de
las células primitivas hematopoyéticas, se analizé el inmunofenotipo de estas
tltimas en los diferentes co-cultivos a los dias 5 y 10. Los resultados obtenidos
fueron comparados con los datos de las células hematopoyéticas al tiempo 0.

Para esta evaluacion se tomoO una alicuota de las células obtenidas en el
enriguecimiento (tiempo cero), asi como de las células que habian permanecido en

co-cultivo por 5 0 10 dias. Posteriormente, se realizaron analisis de citometria de
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flujo multiparamétrica en los que con base en los marcadores CD34 y CD38 se

establecieron las siguientes subpoblaciones.

o CD34+CD38-. Células troncales hematopoyéticas.
o CD34+CD38+. Células progenitoras hematopoyéticas.

o CD34- CD38+. Células precursoras hematopoyéticas.

Los resultados de estos ensayos se observan en la Figura 5, en la que se muestran
plots de experimentos representativos, asi como las graficas con los promedios de

las distintas evaluaciones a los diferentes tiempos de co-cultivo.

Los resultados del tiempo O (después del protocolo de seleccion negativa)
mostraron que, tal y como se esperaba, la fraccién de células con inmunofenotipo
troncal fue reducida en las células HN y practicamente nula en el caso de las HL.
No obstante, las poblaciones progenitoras representaron la mayor proporcion de
células presentes mientras que en la mayoria de los ensayos se detectaron menos

del 20% de células con inmunofenotipo precursor.

Una vez que las células hematopoyéticas fueron cultivadas en presencia de células
mesenquimales, los resultados indican un cambio en las fracciones celulares
presentes, ya que se detectd un incremento en las poblaciones con inmunofenotipo
troncal a lo largo del co-cultivo, tanto en las células HN como de las HL. Sin
embargo, Unicamente se encontrd diferencia significativa en las células HN que

estuvieron en presencia de MN o ML.

Esta tendencia en el incremeto de células con inmunofenotipo troncal correlaciona
con un decremento en el porcentaje de células progenitoras a lo largo del tiempo de
los co-cultivos. Aunque este dato Unicamente fue significativo en los co-cultivos de
HN con MN, es importante hacer notar que para el dia 10 practicamente todos los
co-cultivos permanecieron con mas del 50% de las células con inmunofenotipo

progenitor, salvo en las células HL en un microambien leucémico, en donde se
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observo un incremento en el porcentaje de células maduras. Estos datos sugieren
gue bajo el estimulo de un componente mesenquimal leucemico (HL-ML) se genera
una alta proporcion de precursores leucémicos, lo que no sucede cuando las células

se mantienen en un componente mesenquimal normal.
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Figura 5. Las MSC incrementan la fraccion de células hematopoyéticas con inmunofenotipo
troncal y favorecen la permanencia de los progenitores.

Células primitivas hematopoyéticas (normales y leucémicas) fueron mantenidas en co-cultivo con
MSC (normales y leucémicas) durante 10 dias. A los 5y 10 dias de cultivo el inmunofenotipo celular
se analiz6 mediante citometria de flujo multiparamétrica. La figura muestra plots representativos de
células hematopoyéticas normales (HN) y leucémicas (HL) con inmunofenotipo troncal
(CD34+CD38-), progenitor (CD34+ CD38+) y precursor (CD34- CD38+) antes y después del co-
cultivo con MSC normales (MN) y leucémicas (ML), asi como el porcentaje + SEM de cada poblacion

obtenida a partir de experimentos independientes. Los co-cultivos se realizaron sin contacto y en
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ausencia de suero y citocinas. HN/MN (n=3), HN/ML (n=4), HL/MN (n=3), HL/ML (n=3). Valores de

significancia: *p < 0.05.

Con la intenciébn de conocer si las células hematopoyéticas en co-cultivo se
diferenciaron hacia un linaje en particular, se procedié a analizar por citometria de
flujo la expresion del antigeno CD14 como marcador de diferenciacion mieloide y

de CD10 como marcador de linaje linfoide.

Los plots representativos y las gréficas que se muestran en la Figura 6 indican que
después del enriquecimiento (tiempo cero), una proporcién de células
hematopoyéticas (tanto normales como leucémicas) presentes en la poblacion total
expresaban el antigeno CD14. Esto podria estar asociado a la proporcién de células
precursoras que permanecieron después del enriquecimiento y que se mencionaron

en la Figura 5.

Una vez que las células hematopoyéticas permanecieron en co-cultivo, se pudo
observar que dichas poblaciones mieloides CD14+ se mantuvieron a lo largo de los
co-cultivos, tanto con MN como con ML.

Respecto a la presencia de células positivas al marcador de linaje linfoide CD10, los
resultados mostraron que Unicamente al inicio de los ensayos se detectd un
porcentaje minimo (1-2%), mismo que se perdié en el trascurso de los co-cultivos.
(Figura 6), por lo que podemos suponer que el microambiente mesenquimal aporta
elementos necesarios para la difernciacion al linaje mieloide tanto en la

hematopoyesis normal como en la leucémica
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Figura 6. El microambiente de MSC permite la presencia de poblaciones del linaje mieloide.

Células primitivas hematopoyéticas (normales y leucémicas) se mantuvieron en co-cultivo con MSC

(normales y leucémicas) durante 10 dias. A los 5y 10 dias de cultivo contenido de células CD10+y

CD14+ fue analizado mediante citometria de flujo multiparamétrica. La figura muestra plots

representativos de células hematopoyéticas normales (HN) y leucémicas (HL) antes y después del

co-cultivo con MSC normales (MN) y leucémicas (ML) que expresaron cada marcador de linaje. Las

graficas representan el porcentaje media + SEM a partir de 3 experimentos independientes.
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Expansion

Considerando que los datos obtenidos por citometria de flujo sugirieron la
permanencia de poblaciones con inmunofenotipo progenitor después de los
diferentes co-cultivos, se realizaron ensayos de CFU. Esto debido a que una de las
capacidades funcionales de los progenitores hematopoyéticos es formar colonias

en cultivos semisolidos, fendmeno conocido como expansion.

Para ello, se tomaron 3 000 células de cada co-cultivo y posteriormente se cultivaron
en metilcelulosa por 14 dias (tiempo establecido para la formacion de colonias
hematopoyéticas). EI nUmero de colonias obtenido se compard con las células
hematopoyéticas que se mantuvieron durante 5y 10 dias de cultivo en ausencia de

células mesenquimales.

Los resultados de la Figura 7 muestran un reducido nimero de colonias en los
ensayos con células hematopoyéticas (normales o leucémicas) cultivadas en
ausencia de MSC al dia 5 y este numero fue aiun menor al dia 10. No obstante,
cuando las células hematopoyéticas (HN o HL) permanecieron en co-cultivo con

MSC, el nimero de colonias fue notablemente mayor.

Especificamente se pudo observar que cuando las células HN permanecieron con
MN o ML a los diferentes tiempos, el nimero total de colonias fue dos veces mayor
en comparacion con las células hematopoyéticas libres de MSC. Resultados

similares se observaron en los co-cultivos de HL en presencia de MN.

Interesantemente cuando las células HL permanecieron con ML, al dia 5 se
detectaron tres veces mas colonias con respecto al control y hasta 4 veces mas al
dia 10. Estos datos resultan relevantes si se considera que el nimero de células en
estos co-cultivos se duplico (Figura 4), sugiriendo que este incremento pudiera
también estar asociado con la expansion de células leucémicas que se mantienen

en un estado progenitor funcional.
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Figura 7. Las células estromales mesenquimales favorecen el mantenimiento de las células
hematopoyéticas con capacidad de formar colonias. Se mantuvieron células primitivas
hematopoyéticas (normales y leucémicas) en co-cultivo con MSC (normales y leucémicas) durante
10 dias y posteriormente se cultivaron en metil celulosa durante 14 dias. La figura muestra el nimero
de colonias formadas por las células Hematopoyéticas Normales (HN) y leucémicas (HL) a los dias
5y 10 en ausencia de estroma (sin co-cultivo) 6 en co-cultivo con mesenquimales normales (MN) o
leucémicas (ML). Los resultados muestran la media +/- SEM de 3 experimentos independientes.
Valores de significancia: *p < 0.05, **p < 0.005.

Con la intencion de evaluar si existian diferencias en el tipo de colonias formadas
en los diferentes co-cultivos, las colonias totales fueron analizadas con base en sus
caracteristicas fenotipicas, pudiendo identificarse colonias mieloides, eritroides y

mixtas.

Como se observa en la Figura 8, las células HN obtenidas después del
enriquecimiento (tiempo 0), formaron colonias mieloides y eritroides en una
proporcion similar, mientras que la fraccibn de colonias mixtas fue
considerablemente reducida. En contraste, las HL claramente mostraron una mayor
tendencia a formar colonias eritroides, no obstante, la proporcion de colonias de

linaje mixto se mantuvo semejante a lo normal.
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Interesantemente, después del co-cultivo con MSC, tanto en HN como HL la fraccion
de colonias de linaje mieloide incrementd, mientras que la contraparte eritroide se
redujo, siendo este comportamiento mas notable en los cultivos con HN. Cabe
resaltar que la proporcion de células mieloides detectadas en los co-cultivos de HN
correlaciona con la presencia de células CD14+ (figura 5), en donde existe un mayor
porcentaje de éstas comparado con las HL, lo que probablemente se asocia con el

contenido de progenitores eritroides detectados a lo largo del co-cultivo.

En conjunto, estas evidencias sugieren que las interacciones sin contacto entre las
células mesenquimales y hematopoyéticas favorecen el mantenimiento de células
progenitoras, aunque comprometidas de forma diferencial a los linajes mieloides y

eritroide.

MN ML

Il Eritroides

O @ @ @ @g -

Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 5 Dia 10

Figura 8. Las células estromales mesenquimales favorecen el mantenimiento de los
progenitores mieloides. Porcentaje de colonias mieloides, eritroides y mixtas formadas por
células Hematopoyéticas Normales (HN) y Leucémicas (HL) en ausencia de estroma y después del
co-cultivo con Mesenquimales Normales (MN) y Leucémicas (ML) a los dias 5 y 10. Resultados
obtenidos a partir de 3 experimentos independientes.
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Identificacién de la translocacion BCR-ABL

Con el antecedente de que en todos los sujetos con CML existe una poblacion
hematopoyética residual normal que es enmascarada por la alta proliferacion de
células leucémicas y teniendo presente que en ciertas condiciones in vitro, las
células hematopoyéticas leucémicas tienden a ser eliminadas (Coulombel, 1983),
se decidio evaluar si bajo estas condiciones de co-cultivo las células provenientes

de individuos con CML permanecieron.

Para ello, se realizaron ensayos de PCR anidadas con el RNA de las células
hematopoyéticas leucémicas utilizadas a lo largo de los experimentos y éstas se
compararon con su contraparte normal. En todos los casos se utilizo la linea celular
K562 como control positivo y células mononucleares provenientes de sujetos

hematol6gicamente sanos, como control negativo.

Como se observa en la Figura 9B, las células hematopoyéticas leucémicas que
permanecieron en co-cultivo con MN o ML, fueron positivas para la translocacién
BCR-ABL, mientras que este transcrito no fue detectado en la contraparte normal
(Figura 9A). Estos resultados indican que las células hematopoyéticas que
proliferan se expanden y diferencian al linaje mieloide después del co-cultivo,
corresponden a la fraccion de células leucémicas que permanecieron al menos 10
dias de co-cultivo bajo la sola presencia de los estimulos que les pueden aportar las
MSC en ausencia de contacto.
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Figura 9. Las células HL que permanecen después de 10 dias en co-cultivo son positivas para
latranslocacion BCR-ABL. Gel de agarosa con cDNA de Células Hematopoyéticas Normales (HN)
en A y Leucémicas (HL) en B provenientes de 10 dias de co-cultivo con células mesenquimales
normales (MN) o leucémicas (ML). Las células fueron recuperadas y posteriormente se analiz6 la
expresién del transcrito BCR-ABL (indicado con la flecha y el peso correspondiente). La figura
muestra un experimento representativo de cada co-cultivo con sus respectivos controles positivos
(linea K562) y negativos (CMN provenientes de sujetos hematolégicamente sanos).
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DISCUSION

Las MSC son un componente importante del microambiente de la BM debido a que,
en condiciones normales expresan y secretan factores que actian como sefales
extrinsecas en la regulacion de las células hematopoyéticas primitivas. Sin
embargo, en humanos poco se sabe acerca de las interacciones que mantiene el
componente estromal con células leucémicas. Dado que se ha demostrado que los
factores secretados por las células tumorales modifican el comportamiento del
microambiente celular circundante (ElI-Badawy et al., 2017), el presente trabajo tuvo
la finalidad de conocer si las MSC provenientes de individuos con CML sin
tratamiento tienen alguna participacién en la biologia de esta patologia y si este
comportamiento varia al interaccionar mediante factores solubles con estroma

normal.

Para ello, primeramente se evalué el nimero de células hematopoyéticas que
fueron capaces de mantenerse viables en ausencia de estroma. El analisis de estos
datos mostr6 que la proporcién de células HN fue considerablemente menor
comparada con el numero de HL que permanecieron al término de los ensayos.
Estos resultados coinciden con un estudio similar previo en el que se observé el
mismo comportamiento en cultivos que fueron realizados en ausencia de suero y
citocinas (Chavez-Gonzalez et al., 2006) y podrian estar asociados al hecho de que
las células leucémicas son capaces de producir sus propios factores de crecimiento
y regular de esta manera su proliferacion y supervivencia, como previamente ha

sido reportado (Holyoake et al., 2001).

Por otro lado, la informacion obtenida a partir de los co-cultivos indicé que la
comunicacién entre HN y MN permiti6 mantener una mayor proporcion de células
HN con relacién a los cultivos sin estroma. Un efecto semejante fue reportado en
2016, en donde a partir de co-cultivos en contacto entre MN de BM normal y células
hematopoyéticas normales con inmunofenotipo CD34+CD38-Lin- provenientes de

cordén umbilical, se observd un incremento considerable en el nUmero de las
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células hematopoyéticas (Fajardo-Ordufia et al., 2016). De manera semejante, en
otro estudio en el que se realizaron co-cultivos de células primitivas
hematopoyéticas humanas en contacto con MSC humanas inmortalizadas, se
detectd un incremento en el indice de proliferaciéon al realizar ensayos con
carboxifluoresceina succinimidil ester (CFSE) (Zhang et al., 2013). Estos resultados
muestran que tanto las interacciones directas como indirectas (al usar co-cultivos
sin contacto a través de insertos transwell) se favorece la permanencia de células
hematopoyéticas normales. Sin embargo, debe puntualizarse que si bien los datos
del presente trabajo no demuestran un incremento en el nimero celular, si se
observa una menor reduccién del mismo. Esto podria deberse a que en nuestros
ensayos no hay influencia del contacto directo, ya que las células Unicamente
estuvieron expuestas a posibles interacciones por moléculas solubles. Ademas,
nuestros ensayos no se vieron influenciados por la adicibn de factores de
crecimiento, tal y como sucedi6 en el trabajo de Zhang y colaboradores. Incluso, la
propia capacidad proliferativa de las células hematopoyéticas usadas en los
distintos estudios, podria justificar las diferencias encontradas, pues en el caso de
las células provenientes de cordon umbilical, se ha reportado que tienen un
potencial de proliferacion mayor al de las células de BM (Mayani & Vélez-Ruelas,
2003).

Particularmente en los co-cultivos de HN en presencia de ML, se detecté una mejor
capacidad de soporte hematopoyético, comparado con los co-cultivos con MN.
Estos datos resultan de interés, pues hasta este momento no existen reportes en
los que se hayan utilizado células mesenquimales provenientes de individuos con
CML para este tipo de estudios. Sin embargo, se ha reportado que la estimulacién
con medios condicionados provenientes de células mononucleares de BM de
pacientes con CML, limitan el soporte hematopoyético de poblaciones normales
CD34+ (Zhang et al., 2012). En ese sentido debe considerarse que los factores
presentes en los medios condicionados son generados por los diversos
componentes celulares presentes en el microambiente de la BM (células

hematopoyéticas, endoteliales, osteoblastos, etc); es decir, cada una de estas
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poblaciones estaria secretando sustancias que podrian modular de diferente
manera los procesos de mantenimiento y proliferacion de las células
hematopoyéticas. Por lo que con el presente trabajo podemos sugerir que muy
probablemente los factores solubles secretados por las ML al igual que las MN
favorecen el mantenimiento de poblaciones primitivas hematopoyéticas tanto

normales como leucémicas.

Interesantemente, cuando se analizaron los ensayos con HL, se observo que al
igual que en las HN, las MN fueron capaces de mantener a las poblaciones
leucémicas. Pero en un contexto totalmente leucémico (HL-ML) se detecté un
importante incremento de las poblaciones hematopoyéticas leucémicas. Acorde con
esta informacién, Zhang y colaboradores demostraron que al estimular con plasma
leucémico a LTHSC de ratones sanos o positivos para BCR-ABL, se incrementaba
el nimero de células leucémicas BCR-ABL+; sin embargo, esto no sucedio en la

poblacién normal (Zhang et al., 2012).

Los datos obtenidos sugieren que las ML favorecen el mantenimiento y proliferacion
de las células HL. Por lo tanto, aunque las células mesenquimales no sean
propiamente células tumorales, puesto que se ha demostrado que no presentan la
translocacion BCR-ABL (Estrada-Gonzélez et al., 2014), durante la progresion de la
enfermedad, parecen adquirir caracteristicas funcionales diferentes a las de su
contraparte normal. Este comportamiento ha sido también sugerido por Aggoune y
colaboradores, quienes tras realizar perfiles de expresiéon en MN y ML provenientes
CML, observaron que estas ultimas exhibieron un perfil distinto al detectado en la
normalidad, que incluso persistié en pacientes con respuesta molecular completa
(Aggoune et al., 2017). Aunado a lo anterior, en el mismo afio, El-Badawey y
colaboradores encontraron que después del estimulo paracrino con factores
secretados por lineas celulares leucémicas, se inducia la proliferacion de MSC y
con el paso del tiempo, una fraccion de éstas modificaban su inmunofenotipo y
funcionalidad (El-Badawy et al., 2017).
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Por otro lado, como consecuencia de la interaccion por contacto entre células
mesenquimales y células primitivas hematopoyéticas, Fajardo-Orduiia vy
colaboradores reportaron el incremento de poblaciones celulares con
inmunofenotipos troncales. De manera similar, en este trabajo se pudo observar que
el co-cultivo sin contacto con MSC favorece el mantenimiento de células con
inmunofenotipo troncal (CD34+CD38-Lin-). Esta observacion se sustenta tras
considerar que aungue en todos los co-cultivos (exceptuando HL con ML) se detecto
una reduccion en el numero celular, las células troncales detectadas al inicio de los
ensayos permanecieron a traves del tiempo, sugiriendo un proceso de seleccion
mas que de proliferacién celular. Sin embargo, es necesario realizar estudios

funcionales para poder sustentar esta hipotesis.

Referente a la permanencia de células progenitoras hematopoyéticas, nuestros
datos muestran que salvo en los co-cultivos de HL con ML, en todos los ensayos se
conservdO mas del 50% de las poblaciones con inmunofenotipo progenitor
(CD34+CD38+). Esta observacién contrasta con un estudio previo en donde células
CD34+CD133+Lin- de sangre periférica movilizada fueron co-cultivadas en contacto
con MN o ML, encontrando que Unicamente el 1% de la poblacion mantuvo su
inmunofenotipo después de 21 dias de co-cultivo, tiempo en el que se indujo la
diferenciacion hacia células precursoras (Estrada-Gonzalez et al., 2014). Estos
hallazgos sugieren que tanto el contacto celular como la produccion de moléculas
solubles, estan involucrados con las respuestas obtenidas y ademas estas
dependeran del tiempo y condiciones de cultivo. Esto puede ser apoyado por los
resultados aqui obtenidos, en donde se observd que la proporcion de células
precursoras hematopoyéticas unicamente incrementé en los co-cultivos de HL con
ML, al tiempo que la proporcion de los progenitores se redujo, muy probablemente

asociado a la alta proliferacion celular.

Cabe mencionar que tras los distintos co-cultivos, los progenitores que se generaron
fueron del linaje mieloide (CD14+) y no del linaje linfoide (CD10). Este
comportamiento era de esperarse, ya que si bien los progenitores hematopoyéticos
tienen el potencial de diferenciarse a ambos linajes (mieloide y linfoide), es conocido
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que las células linfoides tienen requerimientos particulares para permanecer in vitro,
e incluso requieren del contacto celular (ausente en estos experimentos) asi como
la estimulacion con citocinas especificas (Tice & Davey, 1983), situacion que no
sucede en la generacion de células del linaje mieloide, en donde se sabe que las
propias células hematopoyéticas son capaces de producir citocinas que inducen la

diferenciacion hacia este linaje (Petzer et al., 1996).

Por otro lado, considerando que en este trabajo todos los co-cultivos mantuvieron
una alta proporcion de células con inmunofenotipo progenitor y tras conococer que
no todas las células con dicho fenotipo se comportan funcionalmente como
progenitores capaces de formar colonias en cultivos semisolidos, se evalud la
funcionalidad de las células hematopoyéticas tras cada co-cultivo, encontrando que
tal y como se ha reportado previamente (Chavez-Gonzalez et al., 2006; Van
Overstraeten-Schlbgel et al., 2006), las células hematopoyéticas normales y
leucémicas que fueron sembradas en ausencia de células mesenquimales,
formaron un reducido numero de colonias, lo que no sucedid en células que

provenian de co-cultivos con células mesenquimales.

Al respecto, en el presente trabajo se pudo observar que en los co-cultivos con
mesenquimales normales o leucémicas, las células HN formaron una proporcion de
colonias similar a la de los co-cultivos de HL con MN, datos que correlacionan con
informacion previamente reportada, en donde células CD34+ de cordon umbilical
sembradas en ausencia de contacto directo con células mesenquimales, fueron
capaces de mantener poblaciones formadoras de colonias con fenotipo CD34+ (Van
Overstraeten-Schlogel et al., 2006). No obstante y de manera muy interesante,
nuestros datos muestran que tras el co-cultivo totalmente leucémico, el niumero de
colonias totales incrementd, lo que nuevamente sugiere que el componente
mesenquimal de individuos con CML favorece la permanencia de poblaciones
primitivas leucémicas muy probablemente como consecuencia de provenir de un

microambiente alterado.

Aunado a lo anterior, al cuantificar el tipo de colonias formadas se observé que

aungque en todos los co-cultivos se pudieron distinguir colonias de los linajes
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mieloide y eritroide, las células HN formaron colonias preferencialmente mieloides
y Su proporcion se incrementd conforme pasaron los dias en co-cultivo tanto con ML
o MN, pudiendo sugerir la existencia de una comunicacion mediada por moléculas

solubles con las que se podria estimular éste linaje.

Congruente con lo anterior, las células HL también mostraron un incremento de
colonias mieloides en presencia de MN o ML, pero la proporcion de colonias
eritroides fue mayor que la detectada en su contraparte normal, lo que correlaciona
con trabajos previos de nuestro grupo de trabajo (Chavez-Gonzélez et al., 2006).
Ambos casos podrian estar asociados a la presencia de la translocacién BCR-ABL,
ya que se ha reportado que la transfeccion de BCR-ABL a células CD34+ de sangre
de corddn umbilical, induce una expansion del linaje eritroide (Jaras et al., 2010).
Este comportamiento también se ha detectado al utilizar progenitores de higado
fetal de ratén, en el que al transfectar con BCR-ABL, las células se diferencian al
linaje eritroide incluso en ausencia de la sefializacibn mediada por Eritropoyetina
(Ghaffari et al., 1999).

No obstante lo anterior, es importante mencionar que conforme los co-cultivos
avanzaron en el tiempo, la fraccion de colonias eritroides fue reduciéndose mientras
gue el porcentaje de colonias mieloides se incrementd, lo que sugiere que a pesar
de la presencia de BCR-ABL (que parece favorecer el linaje eritroide), las células
hematopoyéticas pudieron recibir estimulos del microambiente que favorecieron el

proceso de diferenciacion hacia este linaje.

Con relacién a este ultimo punto, en 1997 Petzer y colaboradores observaron que
células hematopoyéticas normales que permanecieron en presencia de células de
CML en cultivos a largo plazo y con el estimulo de citocinas, eran capaces de
expandirse al tiempo que las células BCR/ABL+ eran eliminadas (Petzer et al,
1997), razdn por la cual la presencia de dicha translocacion después de cada co-
cultivo fue analizada. Contrario a lo mencionado anteriormente, las células HL
permanecieron a lo largo de los co-cultivos independientemente de que fueran co-
cultivadas con MN o ML, evento que apoya reportes mas recientes en la literatura,

en donde se menciona que el microambiente de la BM favorece la permanencia de
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la hematopoyesis leucémica mediante diversos mecanismos. Por ejemplo, se ha
sugerido que a través de una comunicacion bidireccional, las células leucémicas
BCR/ABL+ inducen la produccion de PIGF (Factor de Crecimiento Placentario) en
MSC, conduciendo a la activacion de Stat5 en las células tumorales, favoreciendo
asi su proliferacion (Schmidt et al., 2011). De igual manera, se ha reportado que
altos niveles de Stat-3 en MSC activan a Mcl-1 en lineas celulares de CML,
mejorando su supervivencia (Nair et al., 2012). En cuanto al efecto de factores
solubles presentes en el microambiente se ha reportado que con el contacto celular
entre MSC y lineas celulares de CML, se incrementan los niveles de IL-6 y CXCL1,
ambas citocinas importantes para la progresion leucémica (Guarnerio et al., 2018).
Adicionalmente, en un estudio previo se observo que las lineas celulares de CML
inducen a las MSC de BM sana a producir altos niveles de citocinas proinflamatorias
sin la necesidad de mantener contacto directo (Civini et al., 2013), raz6n por la cual
actualmente se trabaja en determinar el tipo y concentracion de moléculas

producidas en los distintos co-cultivos.

Recientemente incluso se han reportado mecanismos de resistencia a TKIs en
células de CML independientes de BCR/ABL, encontrando que las MSC de BM son
capaces de producir citocinas que favorecen la proliferacion de células de CML. Tal
es el caso del trabajo de Zhang y colaboradores, quienes encontraron que MSC de
pacientes resistentes a Imatinib producen altos niveles de IL-7, activando la via de
sefalizacion Jak1/Stat5 en células de CML, hecho que mejora su viabilidad y reduce

su muerte celular. (Zhang et al., 2019).

Asociado a lo anterior Jeanpierre y colaboradores reportaron en el presente afio que
LSC (CD34+CD38-) positivas para el receptor BMPR1B, inducen la produccion de
BMP4 en MSC cuando estas se encuentran en contacto, lo que disminuye los
niveles de Ki67 en las células adherentes, favoreciendo su entrada a un estado de
qguiescencia, mientras que las no adherentes contindan proliferando (Jeanpierre et
al., 2021).

Con las evidencias aqui mostradas, se puede sugerir que las MSC normales y

leucémicas son capaces de mantener una estrecha comunicacion con las células

43



primitivas hematopoyéticas cuando estas son sembradas en ausencia de contacto
directo. Dicha comunicacion se refleja en el mantenimiento de células progenitoras
leucémicas BCR-ABL+ las cuales son funcionales, ya que forman colonias
preferencialmente del linaje mieloide, situacién que es detectada en los pacientes
con CML. Asi mismo, los resultados sugieren que las MSC provenientes de
pacientes con CML podrian estar secretando factores que favorecen este
comportamiento, lo cual esta siendo evaluado actualmente por nuestro grupo de

trabajo.
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CONCLUSIONES

e Las MSC de pacientes con CML mantienen las mismas caracteristicas
inmunofenotipicas y de diferenciacion que las reportadas en su contraparte
normal.

e Las MSC tanto de BM normal como de CML son capaces de mantener in
vitro a células hematopoyéticas normales y leucémicas.

e Las MSC provenientes de CML favorecen la permanencia de progenitores
leucémicos funcionales y contribuyen al mantenimiento de la enfermedad
mediante la induccion de proliferacién de las células leucémicas asi como a

la expansion de células del linaje mieloide.
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Figura 10. Las células estromales mesenquimales leucémicas favorecen el desarrollo de la
CML al inducir la proliferacion de las células leucémicas. Las células estromales
mesenquimales normales y leucémicas son capaces de mantener a las poblaciones
hematopoyéticas normales y leucémicas (a, b y c¢); mientras que las células estromales
leucémicas favorecen la proliferacidon de las células leucémicas (d). En todos los casos se
mantienen células hematopoyéticas con inmunofenotipo primitivo (CD34+).
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PERSPECTIVAS

e Evaluar los niveles de citocinas presentes en los medios condicionados de
cada uno de los co-cultivos.

e Evaluar el papel biolégico del contacto directo de las MSC de BM con células
de CML.
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