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RESUMEN

La médula 6sea es el tejido en el cual se lleva a cabo la hematopoyesis; posee
tres principales componentes: el hematopoyético, el vascular y el estromal. Este
altimo, ha sido ampliamente estudiado en ratones a partir de las células
estromales de médula 6sea (BMSC del inglés bone marrow stromal cells)
reconociendo su papel como células del nicho hematopoyético. Las BMSC
humanas y de raton tienen propiedades funcionales similares, pero se distinguen
mediante diferentes marcadores (LepR y NGFR/CD271, respectivamente). Hasta
ahora, no ha habido una comparacién in situ detallada de ambas poblaciones de
BMSC. EIl perro ha sido empleado como modelo animal en la hematopoyesis
normal y patolégica y su estudio es relevante en la clinica veterinaria, sin
embargo, la participacion de las BMSC en esta especie no se ha determinado ni
han sido caracterizadas in situ. En este trabajo, realizamos una comparacion
histoldgica sistemética de la médula 6sea de raton, humano y perro de diferentes
grupos etarios, haciendo énfasis en las BMSC. Se obtuvo la frecuencia de la
poblacién BMSC en perros in situ y en muestras frescas; se caracterizo y evaluo el
funcionamiento de esta poblacién a partir de muestras cultivadas. Encontramos
una diferencia marcada entre la composicién general del microambiente de raton
como la celularidad, ausencia de adipocitos e incremento del numero de
megacariocitos en comparacion al humano y el perro los cuales muestran una
gran similitud en su composicion en diferentes etapas etarias. Las BMSC CD271"
se expresaron en perros y humanos, y su morfologia, frecuencia y distribuciéon
fueron similares a las BMSC LepR" de raton. Funcionalmente encontramos que la
capacidad clonogénica de las BMSC de perro tiene una correlacién negativa con
la edad como sucede en el humano. Las BMSC cultivadas de perro expresan los
mismos marcadores y tienen la capacidad de diferenciarse a otros linajes como
su contraparte humana y murina. En conclusion, la médula 6ésea humana tiene
mayor similitud a la de perro y menor a la de raton, en cuanto a la composicion

histologica, marcadores y funcionalidad de las BMSC.
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Palabras clave: hematopoyesis, médula 6ésea, BMSC, perro, nicho hematopoyético
ABSTRACT

Hematopoiesis occurs in the bone marrow which consists of three main
components: the hematopoietic, the vascular and the stromal. The stromal
component has been extensively studied in mice, recognizing bone marrow
stromal cells (BMSCs) as their main component due to their role regulating and
maintaining hematopoietic stem/progenitor cells, as key elements of the
hematopoietic niche. Human and mouse BMSCs are recognized by different
markers (LepR and NGFR/CD271, respectively). However, there has not been a
detailed in situ comparison of both populations within the hematopoietic
microenvironment. The dog has been used as a model in normal and pathological
hematopoiesis in humans, however, the participation of BMSCs in dogs has not
been determined or characterized in situ. In this work, we performed a systematic
histological and functional comparison of mouse, human, and dog bone marrow
from different age groups. The frequency of BMSCs population in dogs was
obtained in situ and in fresh samples, and the functionality was characterized and
evaluated in cultured BMSC. We found differences between the general
composition of mouse bone marrow histology such as cellularity, absence of
adipocytes, and increased number of megakaryocytes, compared to humans and
dogs. The latter show great similarity in their composition at different age stages.
CD271+ BMSCs were present in dogs and humans, and their morphology,
frequency, and distribution were similar to mouse LepR+ BMSCs. Functionally, we
found that the clonogenic capacity of dog BMSCs decrease with age, as human
samples. In vitro cultured BMSCs express the same markers and have the ability
to differentiate into other cell lineages as their human and murine counterparts. In
conclusion there is more similitary between human and dogs than to mouse,

regarding the histological composition, markers, and functionality of BMSCs.

Keywords: hematopoiesis, bone marrow, BMSC, dog, hematopoietic niche

11



Introduccion

Hematopoyesis

La sangre contiene diferentes tipos de células, cada uno posee un aspecto
morfolégico y una funcion biolégica especifica. Los eritrocitos son un tipo de
células de la sangre con forma discoide anucleada, son células biconcavas llenas
de hemoglobina, la principal proteina que se une al oxigeno (1). Otros tipos
celulares son los granulocitos y monocitos que pueden salir de los vasos
sanguineos y migrar a muchos tejidos (2). Estos dos tipos de células juegan un
papel clave en la inflamacion y la fagocitosis(2). Adicionalmente, en la sangre
también se encuentran las plaquetas , las cuales son fragmentos anucleados muy
pequefios que provienen del citoplasma de los megacariocitos y que contienen
moléculas necesarias para la hemostasia (3). Finalmente, como parte de las
células sanguineas se encuentran los linfocitos, los cuales median la inmunidad
altamente especifica contra microorganismos y otras fuentes de macromoléculas
extrafias (2). A pesar de estas diferencias estructurales y funcionales extremas
entre las células de la sangre, todas ellas son la progenie de un solo tipo de
células: las células troncales hematopoyéticas (HSC del inglés Hematopoietic
Stem Cell) (4). El proceso involucrado en la produccion de todos los elementos
celulares de la sangre a partir de las HSC se denomina hematopoyesis. La
hematopoyesis incluye la autorenovacién de las HSC, la proliferaciéon y el
compromiso con linajes especificos, y la maduracibn de progenitores
comprometidos con el linaje en células sanguineas funcionales (5,6).

La hematopoyesis es un proceso ampliamente conservado a lo largo de la
evolucion de los vertebrados y su potencial hematopoyético se ha estudiado con
mayor amplitud en el ratbn como un modelo para la hematopoyesis humana dada
la disponibilidad de realizar ensayos de trasplante in vivo, los cuales son
necesarios para definir funcionalmente la presencia de HSC y células progenitoras
hematopoyéticas (HSCP) (del inglés hematopoietic stem/progenitor cell) (6).

12



Hematopoyesis primitiva y definitiva.

El sistema hematopoyético se desarrolla en dos olas de generacion de
precursores. La primer ola o el primer sitio de produccién sanguinea en los
mamiferos es el saco vitelino (YS del inglés yolk sac) el cual es una membrana
que rodea el embrién en desarrollo y produce eritrocitos primitivos que le brindan
al embrion transporte de oxigeno y por lo tanto son esenciales para la viabilidad
del embridn; esta fase esta restringida a linajes eritrocitico, megacariocitico y de
macrofagos (7). La segunda ola o “hematopoyesis definitiva” ocurre en la region
de la aorta-gbnada-mesonefros (AGM) donde surge el progenitor eritroide
definitivo denominado unidad formadora de progenitores tempranos de eritrociticos
(BFU-E), y su aparicion es simultanea a los neutréfilos, mastocitos y progenitores
granulocito-macrofago justo antes de que inicie la circulacion (8). La diferenciacion
de las HSC ocurre en el higado fetal dando origen a células sanguineas maduras,
es en el higado fetal donde las HSC también sufren expansién y en un periodo
corto se incrementan unas cuarenta veces. Las HSC y los progenitores migran del
higado y colonizan en bazo donde la diferenciacion al linaje mieloide y algunos
subtipos de linfocitos se favorecen (7), (9,10). Finalmente, la médula 6sea es el
organo donde se lleva a cabo la hematopoyesis desde el nacimiento y hasta la
muerte de los individuos (Cuadro 1).

Una vez en la etapa post natal y de acuerdo al grado de maduracion de las células
hematopoyéticas se describen cuatro compartimentos; en el primero se sitian las
HSC, las cuales son multipotentes y tienen la capacidad de autorenovarse, esta
poblaciéon representa alrededor del 0.01% de las células nucleadas en médula
Osea y parece ser que este numero es conservado en todos los mamiferos (11). A
partir de las HSC se genera el segundo compartimento que es el de los
progenitores hematopoyéticos el cual corresponde a <0.5% del total de células de
la médula 6sea, los progenitores pueden ser multipotenciales (MPP) o estar
restringidas a uno o dos linajes Unicamente; el tercer compartimento consiste en

los precursores hematopoyéticos, los cuales son reconocibles en médula 6sea por
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su morfologia, este compartimento representa mas del 90% de las células
hematopoyéticas en médula 6sea. El Ultimo compartimento corresponde a las

células sanguineas circulantes (Figura 1) (12,13).
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Figura 1. Representacion de los cuatro compartimentos de las células hematopoyéticas.

Cuadro 1. Caracteristicas de la hematopoyesis en el ratbn y humano

(11)
Raton Humano
Gestacion 20 dias (3 semanas) 267 dias (38 semanas)
Sitio de Saco vitelino Saco vitelino
hematopoyesis fetal
Sitio hematopoyesis Aorta-gonada Aorta-gbnada
embrionaria mesonefros(AGM) mesonefros (AGM)
Arterias vitelinas y
umbilicales
Hematopoyesis post Higado, posteriormente Higado,
natal médula 6seay bazo posteriormente médula
Osea
Vida media de 41-52 dias 120 dias
eritrocitos
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Célula Troncal Hematopoyética (HSC)

Las HSC, tienen dos caracteristicas funcionales primordiales, la primera es la
capacidad de autorenovacion a largo plazo para mantener la poblacion de células
indiferenciadas dentro del grupo de células troncales y la segunda es la capacidad
de diferenciarse a células especializadas, por lo que se considera una célula
multipotente. En el ratdn, las HSC carecen de la expresion de linaje (Lin-) y
expresan marcadores como Sca-1 y c-kit conocida como poblacion (LSK) ademas
de los marcadores SLAM (del inglés Signaling Lymphocyte Activation Molecule)
(CD150+, CD244- CD48-) (14).. En la especie humana las HSC expresan los
antigenos CD34, CD90, CD117, CD133, CD49f y carecen de la expresion de
CD38 y de otras moléculas caracteristicas de células maduras como CD3, CD4,
CD8, CD19, CD20, CD33, CD38, CD45, CD57, CD71 y CD235 (7,12-15) (Cuadro
2).

Ratoén Humano
Positivas: Sca-1, c-Kit , Positivas: CD34, CD90,
CD150 CD117, CD133, CDA49f,
Expresion de FLT3
marcadores en las Negativas: CD244, Negativas: CD38, CD3,
células troncales CD48, B220, Grl, Macl, CD4, CDS8, CD19, CD20,
hematopoyéticas Terll9 CD33, CD45, CD57, CD71
y Glicoforina A
Frecuencia de la 30 — 50 dias 175 — 350 dias

division de las CTH

Aunque la jerarquia descrita en la hematopoyesis murina generalmente es
preservada en otras especies, la expresion de antigenos de superficie en cada
estadio de desarrollo es diferente en ratones y humanos (16). Un claro ejemplo es
el antigeno CD34, mientras que todas las HSC del higado fetal de raton lo
expresan, menos del 50% del antigeno se encuentra en ratones juveniles y menos
del 10% en ratones adultos (16). Otra diferencia es la expresion de la tirosina

cinasa 3 tipo fms (FIt3) en las HSC humanas mientras que las murinas no lo
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expresan (16); sin embargo, los progenitores linfociticos tanto en ratbn como
humano si lo expresan por lo que esta molécula es importante para la linfopoyesis

murina pero no para la mielopoyesis o supervivencia de las HSC (Figura 2) (17).

CD34-
& CD150+

CDag+ e MPP
CD41-

FIt3-

[ Lin- Scal+ cKit + ]

CD34+
CD150-
Flt3+

CD45RA- CDA45RA-
CD90+  HSC MPP  CD90-
CDA9f+ CD49f-

l Lin - CD34+ CD38- ]

Figura 2. Esquematizacién del fenotipo de las células troncales hematopoyéticas (HSC) y
los progenitores multipotentes (MPP) en raton y humano.

Estructura de la médula 0sea

La médula 6sea es el principal 6rgano hematopoyético en individuos adultos, es
un organo difuso que constituye el 3% de la masa corporal en ratas y 5% en
humanos (18). Es un d6rgano capaz de remodelarse estructural y funcionalmente
en respuesta a factores nutricionales, sefiales endocrinas y variacion en la
demanda de la produccion de eritrocitos, leucocitos y plaguetas (19). El tejido
medular esta presente en las cavidades de los huesos largos y axiales y consiste
de un sistema sinusoidal, células hematopoyéticas, tejido adiposo, células

reticulares de soporte y matriz extracelular (Figura 3) (18).
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Figura 3. Estructura de la médula 6sea. S: sinusoide, A: arteria, CE: célula estromal, AD:
adipocito, OB: osteoblasto, MK: megacariocito, HSC: célula troncal hematopoyética, MQ :
macréfago, CHM: célula hematopoyética de origen mielocitico, CHE: célula
hematopoyética de origen eritrocitico.

La médula ésea en el ratén esta presente en el esqueleto axial (craneo, esternon,
columna vertebral) y apendicular; y se ha determinado que el esternén, costillas,
hamero y fémur, ademas del bazo, permanecen hematopoyéticamente activos
independientemente de la edad del ratén (18), mientras que en el humano una vez
que el individuo nace la hematopoyesis esta restringida Unicamente a la médula
0sea, en individuos jovenes todo el esqueleto es productor de células sanguineas
y conforme el individuo envejece la hematopoyesis se va restringiendo a las

epifisis de los huesos largos y perdura en el esqueleto axial (20).
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Componentes de la médula 6sea.

La médula 6sea posee tres principales componentes que son el hematopoyético,
el vascular y el estromal. EI componente hematopoyético es el encargado de la
produccion de todas las células sanguineas y se deriva de la HSC de la cual ya se
ha hecho referencia previamente. Dicho componente puede variar de acuerdo a la
especie estudiada y a la edad de los individuos. Asi, en la mayoria de las cepas de
raton los linfocitos representan cerca del 70 — 80 % de todos los leucocitos
circulantes y del 7 - 21% en médula 6sea, mientras que los neutréfilos apenas
representan del 20 — 30% de todos los leucocitos circulantes por lo que se
consideran especies linfociticas; la relacién neutrofilo: linfocito cambia con la edad
ya que los linfocitos disminuyen mientras que los neutrofilos incrementan conforme
el animal envejece (21,22). Esto demuestra una importante diferencia respecto al
humano donde los neutrofilos representan el 60-65% de los leucocitos circulantes
y también hay mayor porcentaje en médula ésea respecto al raton (Cuadro 3).
(23-26).

Cuadro 3. Valores hematolégicos en humano y ratén

Humano Raton
Hemoglobina g/dL 12.7-17.0 12.2-13.9
Eritrocitos 10™/L 4.0-5.6 6.1 —10.7
Plaquetas 10°/L 150-450 853 -1951
Leucocitos 10°/L 3.6-9.2 4.0-10.9
Neutréfilos 10°/L 1.7-6.1 0.1-0.6
Linfocitos 10°/L 1.0-2.9 2.3-9.7
Monocitos 10°/L 0.18-0.62 0-0.08
Eosinéfilos 10°/L 0.03-0.48 0-0.04




El componente vascular se deriva de un progenitor capaz de dar origen a las
células endoteliales para formar sinusoides y otros vasos sanguineos como
capilares y arterias, la funcion principal es regular la movilizacién y proliferacion de
las células sanguineas, los megacariocitos suelen estar adyacentes a los
sinusoides endoteliales (18). EI componente mesenquimatoso esta conformado
por las células estromales mesenquimales de médula 6sea (del inglés Bone
Marrow Stromal Cells, BMSC) las cuales se diferencian a osteoblastos y
adipocitos regulando de esta manera la hematopoyesis (27-29) .

Otra diferencia marcada en la composicion de la médula 6sea murina y humana es
la presencia de adipocitos ya que en esta Ultima especie se observan con
frecuencia espacios ocupados por adipocitos los cuales toman el lugar de células
hematopoyéticas preexistentes pero que fueron disminuyendo conforme el

individuo envejece (Figura 3) (20,30) .

Localizacion in situ de las HSC

Un desafio en el estudio de las HSC ha sido determinar su localizacion especifica
dentro de la médula 6sea, debido a esto, se han empleado un gran nimero de
técnicas microscopicas de imagen para lograr su identificacion (31,32) a partir de
biomarcadores. La observacion in situ de las HSC en médula 6sea empleando
secciones congeladas de tejido y a partir del uso de marcadores de la familia
SLAM (CD150" CD48 CD41) demostraron que la mayoria de las HSC se
localizan asociadas a vasos sanguineos principalmente sinusoides y menos del
20% se encontraban cercanas a la region 6sea (14). Posteriormente, mediante el
uso de microscopia confocal y modelos computacionales se demostré que las
HSC se localizaban ademas de en los sinusoides, cercanas a arteriolas lo que
ademas, promovia su quiescencia (33) . Otro proceso es el uso de la técnica de
aclaramiento 6seo en ratones reporteros, mediante el cual las células a-catulina-
GFP+ junto con c-kit+ identifican las HSC las cuales residen dentro los sinusoides
de 10 um en la parte central de la diafisis de la médula 6sea mas que en las
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metéfisis o epifisis y en esta zona se encuentran tanto las células que estan en
divisibn como las que estan quiescentes, aunque las primeras se localizan mas
cercanas a la superficie 6sea (34). En humanos, las HSC se han purificado a partir
de la expresion de marcadores distintos al ratén Lin® CD34" CD38 CD45RA
CD49f" y se presentan con mayor frecuencia en la zona trabecular de la médula
Osea (35,36) .

El nicho de las células troncales hematopoyéticas en raton.

Se define como nicho hematopoyético el sitio anatémico y dindmico, que protege a
las células troncales de ser depletadas y protegiéndolas de una proliferacion
exacerbada. Se considera la unidad béasica del tejido, integrando sefiales que
median el balance entre los requerimientos del organismo y las respuestas de las
células troncales en procesos de generacién de tejidos, homedstasis y su
reparacion (37) .

A diferencia de otros modelos de nicho como el de la gonada femenina en
Drosophila donde se conocen los tipos especificos de células y el papel de ellas
como reguladoras del nicho (38).En el ratén, el nicho hematopoyético es mas
complejo, dado que a diferencia del nicho anterior, en esta especie son varias
poblaciones celulares las que comprenden el nicho, y algunas de ellas estan en
contacto con células maduras ademas de las células troncales (37) Cuadro 4.

En los ultimos afios, se ha avanzado en el estudio de las células que conforman el
nicho hematopoyético dentro de las que destacan las células estromales
mesenquimales de médula ésea y se ha realizado mediante diversas técnicas de
imagen de deteccion de biomarcadores y el uso de modelos de raton en los cuales
han deletado poblaciones celulares especificas como las denominadas células
reticulares abundantes del ligando de quimiocina CXC (CXCL) 12 células (también
conocidas como células CAR) (39,40), células que expresan el receptor de leptina
(LepR) (41) , células Nes-CreEr (42) y células Ng2-CreER (33) ademas de células
de otro origen como los megacariocitos (43-45), los macrofagos (46-48) y los

adipocitos (49,50) lo que ha demostrado su papel en la regulaciéon de la
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proliferacion, quiescencia, diferenciacion, inhibicibn de la hematopoyesis y la
permanencia de las HSC en el nicho (18,51).

Nicho endosteal

Los primeros estudios que identificaron a los osteoblastos (OB) como células
reguladoras del nicho fueron indirectos; ya que inhibiendo, sobrexpresando o
mediante la delecién condicional de estas células, se vieron cambios en la
frecuencia de HSC en la médula 6sea (27,29,52). En 2005, gracias a la
publicacién del grupo del Dr. Morrison, donde se localizaron a las HSC en la
médula 6sea mediante el uso moléculas de la familia SLAM se reporté que la
mayoria de las HSC en el ratdn se encontraban asociadas a los vasos sanguineos
principalmente sinusoides y menos del 20% se encontraban cercanas a la region
Osea. (Figura 4) (14).

OB
! 6 HSC

!

7
T ﬁwsc-Nestin;
\
e

| ! 6)Hsc

BMSC LepR+

Figura 4. Nicho de las HSC. T: hueso trabecular, OB: osteoblastos, BMSC Nestina+:
células estromales de médula 6sea que expresan leptina y se encuentran principalmente
rodeando arteriolas, BMSC LepR: células estromales de médula ésea que expresan el
preceptor de leptina y se encuentran cercanas a sinusoides, A: arteriola, S: sinusoide,
HSC: célula troncal hematopoyética.
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Nicho perivascular

Hasta ahora se ha reconocido que la mayoria de HSC se encuentran en estrecha
cercania a diferentes subtipos de BMSC en zonas vasculares ya sea rodeando
sinusoides o arteriolas formando una red entre ellas, estas células se han
identificado a travées de marcadores como LepR, Nes-GPF y CXCL12
dependiendo de su localizacion en la vasculatura. Mientras que el grupo del Dr.
Frenette encontr6 que las células Nes-GFP* se localizan en regiones
periarteriolares (33,42), el grupo del Dr. Morrison, (41) usando la expresion del
receptor de Leptina (LepR) para definir a las células estromales mesenquimales
de médula 6sea en raton adulto, encontré que las células que expresan LepR se
encuentran principalmente alrededor de los sinusoides y casi todas las células
estromales que expresan el factor de células troncales (SCF) (del inglés Stem Cell
Factor) y CXCL12, también expresan LepR, por lo que son considerados factores

importantes del nicho hematopoyético (Figura 4) (41) .

Células BMSC LepR+

Las células LepR" se localizan rodeando principalmente sinusoides y son la
principal fuente de produccion de SCF y CXCL12, ademés de que son la fuente
principal de adipocitos y osteoblastos en la médula ésea murina (41). La
produccion de SCF y CXCL12 por parte de las BMSC Nes- GFP* (BMSC que se
localizan rodeando arteriolas principalmente) y LepR"* son indispensables para el
mantenimiento de las HSC ya que su deplecion induce la reduccion en el nUmero
de HSC asi como el homing de las HSC (34,40-42,53), de esta manera se
demuestra su participacion como células reguladoras del nicho hematopoyético en
raton.

Mediante el uso de la técnica de scRNA-seq (expresion génica a resolucion de
una sola célula) se demostr6 que las BMSC expresan LepR pero existen
subpoblaciones; las que poseen una expresiéon alta de LepR las cuales, expresan
principalmente marcadores adipogenico y en ensayos funcionales tienen alta

actividad en la formacion de unidades formadoras de colonias fibroblasticas.
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(CFU-F); mientras que la subpoblacion que expresa principalmente marcadores
osteogénicos parece ser la progenie de las primeras ya que la expresion de LepR
es menor (54-56) .

Células CAR (células que expresan en abundancia CXCL12)

Omatsu y colaboradores (2010), usaron un ratén al cual le deletaron a las células
CAR en médula 6sea, lo que resulté en disminucion de la frecuencia de HSC en
médula Osea. Sin embargo, este modelo pudo haber eliminado otros tipos
celulares productores también de CXCL12 (40). Greenbaum, delet6 de manera
selectiva a subpoblaciones celulares productoras de CXCL12 para evaluar el
efecto sobre las HSC. La delecion en células endoteliales y BMSC que
expresaban la proteina Prx1 (factor de transcripcion que se expresa en el
desarrollo temprano del mesodermo), se asocié con disminucion del nimero de
HSC, tales resultados demuestran el papel de las células CAR como parte del
nicho de las células troncales (39) .

La delecion de SCF y CXCL12 en diferentes poblaciones celulares tienen un
efecto diferente en HSC, progenitores mieloides y linfoides por lo que se presume
que existen diferentes nichos para cada poblacion celular donde las HSC se
encuentran principalmente en un nicho perivascular que las mantienen en estado
de quiescencia. mientras que los progenitores linfoides que se encuentran dentro
del nicho endosteal en un estado activo (33,40,53,57) . Por otro lado, Acar y
colaboradores, corroboraron que la mayoria de las HSC estan mas cercanas a los
sinusoides que a otros vasos sanguineos y en esta zona se encuentran tanto las
células que estan en division, como las que estan quiescentes aunque las

primeras se localizan mas cercanas a la superficie 6sea (34) .

La participacion de otras células como megacariocitos, macréfagos y adipocitos se
ha demostrado por la interaccion de sus productos y la regulacion en la
proliferacion, quiescencia, diferenciacion, inhibicibn de la hematopoyesis y
permanencia de las HSC en el nicho (43-47,47-49) .
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Ratén Humano
Células CAR BMSC CD271/NGFR
LepR BMSC CD146+
Nes-GFP+ BMSC CD10+
Megacariocitos Megacariocitos
Macrofagos Adipocitos
Adipocitos
Osteoblastos

El nicho de las células troncales hematopoyéticas en humano.

En la poblacion humana, las BMSC que expresan el receptor del factor de
crecimiento neural (NGFR) o CD271, que son capaces de diferenciarse hacia los
linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico ademas de participar en el
soporte de la hematopoyesis ya que alrededor del 80% de células CD34+
colocalizan con las BMSC CD271+ ademas junto con la expresion de CD146 se
identificaron subpoblaciones que se localizan principalmente en zonas
perivascualres (CD271+ CD146+) y zonas peritrabeculares (CD271+ CD146”°")
de la médula 6sea (58-62) . Otro marcador con el que se han identificado las
BMSC en humanos es CD10, esta poblacion se encontré en estrecha cercania en
todos las etapas de desarrollo de células de linaje B, lo cual sugiere que esta
puede ser una subpoblacibn de BMSC que participan en el nicho de esta

poblacion en particular (63) Cuadro 4.

A pesar de los multiples aportes para la identificacion de las HSC y células del
nicho mediante técnicas de imagen ya sea identificando biomarcadores o
aplicando técnicas de simulacion computacional los estudios histologicos han sido
absolutamente primordiales en este progreso; ademas, la identificacion in situ de

las BMSC es fundamental para determinar posibles diferencias entre especies, ya
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que por ahora, se desconoce si la variacion de las BMSC entre el humano y el
raton esta relacionada a marcadores de superficie, patrones de secrecion de
citocinas y moléculas inmunoreguladoras que podrian influir en la regulacién de la

hematopoyesis (64).
Antecedentes

Dentro de los mamiferos, el perro ha sido empleado como modelo para el estudio
de enfermedades en humanos debido a que comparten muchos de los
mecanismos y causas que llevan a estas. Algunas de ellas son el envejecimiento,
enfermedades musculares, degenerativas, endocrinas y hematolégicas entre otras
(65—-67) Cuadro 5.

Cuadro 5. Enfermedades similares en humanos y perros

Enfermedad Mecanismo asociado al desarrollo de la

enfermedad en humanos y perro.

Hemofilia A* Inversién factor VIII (68)

Diabetes mellitus tipo 1 Locis DRB y DQA asociados (69)

Enfermedad de Duchenne Pérdida de distrofina (67)

Osteosarcoma Crecimiento acelerado y género (70)
Leucemias, linfomas (72)
Osteoartritis (72)

Esta similitud con el humano, ha sido aprovechada para que, desde hace varias

décadas el perro se emplee como modelo de la hematopoyesis humana, desde los
primeros ensayos de trasplante de médula 6sea (73). Dentro de las neoplasias

hematopoyéticas que el perro desarrolla de manera espontdnea como el humano
se encuentra la leucemia mieloide aguda la cual se ha demostrado que es
sostenida por una célula troncal leucémica tal como se ha descrito en humanos

(74) . Breen y cols. (2008), demostraron mediante analisis citogenético que perros
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con leucemia mielocitica crénica y leucemia linfocitica crénica, presentaban
algunas de las mismas aberraciones cromosémicas que los humanos (65) . El
perro también se ha postulado como un modelo animal de linfoma tipo no Hodgkin
en humanos (75) y como modelo preclinico en la evaluacién de farmacos para el

tratamiento de la leucemia (76).

Sin embargo, la hematopoyesis en el perro no ha sido tan explorada a diferencia
del ratdon y humano y los componentes esenciales de la regulacién del sistema

hematopoyético aln se desconocen,
Hematopoyesis en perros

La hematopoyesis en perros comienza en la etapa embrionaria en el saco vitelino
y durante la etapa fetal se restringe a 6rganos como el higado, el bazo y
finalmente la médula 6sea; en el periodo post natal el dnico Grgano
hematopoyético es la médula 6sea al igual que en humanos (77,78). Se han
reportado que los huesos del esqueleto axial (craneo, esterndn, columna vertebral)
contienen la mas alta densidad de células hematopoyéticas. Se ha demostrado
gue la celularidad en médula 6sea va cambiando conforme el animal envejece, el
claro ejemplo es la presencia de adipocitos los cuales son escasos en animales
jovenes y conforme avanza la edad llegan a representar hasta el 75 % de las
células mientras que, de manera inversa, van disminuyendo las células
hematopoyéticas (78). En un estudio realizado en perros donde se evaluaron
diferentes sitios para la obtencion de médula 6sea se encontré que el humero y el
fémur poseen muy poca actividad hematopoyética (11). El resto de los
componentes de la médula 6sea como el componente vascular y estromal es

similar que en otros mamiferos como el humano y raton (79) .
Células troncales hematopoyéticas del perro

A partir de la médula 6sea del perro se han aislado e identificado el fenotipo de las
células troncales hematopoyéticas mediante algunos de los marcadores que se

emplean en humanos (Lin-, CD34+, c-Kit+, CD90+); esta poblacion tiene la

26



capacidad de repoblar la médula ésea de ratones irradiados y de formar colonias
en cultivos a largo plazo lo que demuestra su capacidad de autorenovacion,

proliferacion vy diferenciacion (80-82).

Justificacion.

A diferencia de lo reportado en raton y humanos, en el perro se desconoce la
participacion de las BMSC en la hematopoyesis, no obstante, en un estudio se
demostrd la funcidon de células “tipo fibroblastos” de médula 6sea, encontrando
que, ya sea por contacto célula-célula o por la produccién de factores solubles,
estas células ejercen un efecto negativo en la formacion de colonias de origen
mieloide y monocitico a nivel fetal, posiblemente esta poblacion “tipo fibroblasto”
corresponde a las BMSC (83) . Hasta ahora las BMSC no se han identificado in
situ en la médula 6sea de perro por lo que no se sabe si hacen contacto directo
con las HSC debido a que no se han validado marcadores de estas poblaciones in
situ. Sin embargo, mediante la separacién por columnas magnéticas a partir de
biopsias de médula 6sea de perro se aislé una poblacion que expresa al igual que
en humanos, el antigeno CD271, la cual posee la capacidad de formar colonias y
de diferenciarse hacia los linajes adipogénico, osteoblastico y condrogénico (84) .
Como se ha reportado en humanos, una alteracién en las células del nicho
hematopoyético puede llevar al desarrollo de neoplasias hematopoyéticas, sin

embargo en perros, esto no ha sido estudiado.

Por lo que el estudio del nicho hematopoyético en médula 6sea de perro nos
permitiria conocer mas sobre la biologia de la hematopoyesis normal en esta
especie, mientras que por el lado de las enfermedades hematolégicas nos puede
ayudar a identificar las interacciones entre las células del nicho y, sus posibles
implicaciones en el tratamiento y desarrollo de nuevos farmacos como en la

contraparte humana.
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Hipotesis
En la médula 6sea de perro existe al menos una poblacion in situ de células

estromales mesenquimales la cual es similar al humano en cuanto a morfologia,

expresion de marcadores, frecuencia y funcionalidad.

Objetivo General

Estudiar morfolégica y funcionalmente el nicho reticular en médula ésea de perros

sanos.

Objetivos Particulares

1. Evaluar de manera cualitativa los componentes del microambiente
hematopoyético (celularidad, nUumero de megacariociticos y relacion M:E) en la
médula 6sea de perro y determinar la similitud que presente con humanos y

ratones.

2.- Determinar si el envejecimiento induce cambios en el microambiente de la

médula 6sea de perro y compararlo con humanos y ratones.

3.- Identificar los marcadores NGFR y CD10 in situ de BMSC en médula 6sea de

perro y reconocer si existen subpoblaciones

4. Evaluar la frecuencia, localizacion y asociacion con células hematopoyéticas de

las BMSC en perros.

5. Estudiar la funcionalidad (capacidad de formaciéon de colonias, caracterizacion,

capacidad de diferenciacion y proliferacion) de las BMSC del perro.

6. Comparar la localizacion, frecuencia y funcionalidad de las BMSC entre el perro,

humano, ratén.
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Materiales y métodos
Muestras de biopsias de médula 6sea
Humano

Muestras pediatricas. Se obtuvieron muestras de médula 6sea (n=3) del archivo

de patologia del Hospital Infantil de México “Federico Gomez”. Las muestras se
obtuvieron de la cresta iliaca de pacientes oncolégicos menores de 16 afios que

no tenian involucrada a la médula en sus padecimientos (HIM/2013/034).

Muestras de adulto. Se obtuvieron muestras de médula 6sea de adultos (n=9) en

un intervalo de edad de 53 a 92 afios sin alteraciones hematologicas en las
pruebas de laboratorio y que fueron sometidos a cirugia de remplazo de cadera en
el Hospital de traumatologia y ortopedia Lomas verdes del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) cuyas causas por las que se llevo a cabo la cirugia incluian
artrosis y fracturas. Los individuos aceptaron de manera verbal su participacion en
el proyecto (R-2012-785-092) (anexo 1).

Raton

Muestras de raton. Se obtuvo el esternén de ratones de las cepas C57BL6 y

SCID. De la cepa C57BL6 se obtuvieron los blogues de 5 muestras de ratones de
6 semanas de edad (pediatricos) y 4 muestras de ratones de 24 meses de edad
(gerontes) las cuales fueron donadas por la Dra. Vivienne Rebel de UT Health San
Antonio, USA, mientras que los ratones SCID fueron proporcionados por el Dr.
John Dick de la University Health Network, Toronto, Canada de los cuales se

obtuvieron 5 bloques de muestras de ratones de 15 semanas de edad (adultos).

Perro

Muestras de perro. Se obtuvieron muestras de médula 0sea de perros mestizos

(n=8), raza Husky Siberiano (n=1) y raza Pomeranian (n=1) en un intervalo de 3

meses a 8 afos de edad. Las muestras se obtuvieron de diferentes hospitales
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privados de la ciudad de México y fueron obtenidas a partir de animales sometidos
a escision de la cabeza femoral cortando a nivel del cuello generando una linea
recta de trocanter mayor a trocanter menor. Todos los protocolos experimentales
para el uso de las muestras de perro fueron revisados y aprobados por el
Subcomité Institucional para el Cuidado de los Animales en Experimentacion
(SICUAE) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) (anexo 2)

A continuacion se mencionan los criterios de inclusion y exclusion empleados en

perros y humanos.
Criterios de inclusion

e Contar con parametro hematolégicos en sangre periférica dentro de
intervalos de referencia.
¢ Sin antecedentes de enfermedad hematopoyética

e Pacientes con consentimiento verbal (humanos) y por el tutor (perros)
Criterios de exclusion.

e Historia clinica con datos de alteracién hematolégica previa

Procesamiento Histologico
En las muestras de perro y humano se llevé a cabo el mismo procedimiento

histolégico.

Fijacion del tejido

Una vez retirada la cabeza femoral, el tejido se coloc6 en un recipiente con
solucion de formol al 10% en una relacion de 10 partes de solucion por una de
tejido y se dejo fijar al menos durante 24 horas, posteriormente las cabezas fueron

cortadas por la mitad con una sierra eléctrica y se dejaron fijar por 24 horas mas.
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Descalcificacion

Para la descalcificacion del tejido las cabezas se colocaron en casetes
especializados para el procesamiento histolégico y se depositaron en un recipiente
con solucion de EDTA (Sigma) al 12% pH 8; se mantuvieron a temperatura
ambiente y se realiz6 cambio de solucion descalcificadora diariamente hasta que
los huesos estuvieron lo suficientemente suaves al tacto para la obtencion de
cortes histoldgicos, proceso que tomo alrededor de dos semanas; finalmente, los

huesos se enjuagaron en agua corriente durante 30 minutos.

Inclusién en parafina

Para la inclusiébn en parafina, los tejidos fueron deshidratados a partir de una
solucion de alcohol al 70% y mediante el procesador automatico de tejidos
KOS/Milestone se obtuvieron los tejidos incluidos en parafina. Posteriormente en
el casete, el tejido se colocd de acuerdo a la orientacion de corte deseada con
ayuda de parafina y se dejo solidificar a temperatura ambiente para su posterior

corte y tincion con la técnica de hematoxilina y eosina (H&E).

Evaluacion histolégica

Las muestras histolégicas fueron evaluadas por tres hematopatélogos
independientes. Para confirmar la normalidad de los sitios hematopoyéticos
activos, se examinaron los espacios intertrabeculares de médula 6sea lejanos de
la superficie articular y no manifestaron cambios histolégicos asociados a
enfermedades articulares degenerativas como la degeneracién quistica y/o
defectos superpuestos del cartilago. La celularidad se evalud utilizando el
porcentaje de células hematopoyéticas en relacion al porcentaje de adipocitos
maduros en cada espacio intertrabecular. La relacién mielocitica: eritrocitica (M: E)
se estimo en los espacios intertrabeculares alejados del hueso cortical. EI nimero
de megacariocitos se cuantificd en un area de 1 mm?, equivalente a dos espacios

intertrabeculares (85).
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Inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica se realiz6 en cortes de tejido de médula 6sea
de 4 um los cuales se colocaron en laminillas electrocargadas, se desparafinaron
durante toda la noche en estufa a 60°C y posteriormente en dos pases de 8
minutos cada uno en solucién Ottix plus (Diapath), los tejidos se hidrataron en
solucion Ottix shaper (Diapath) 2 pases de 5 minutos cada uno y finalmente en
agua corriente durante 10 minutos. Se hizo desenmascaramiento de antigeno con
solucién de citrato de sodio (Sigma) en olla de presion en microondas (KOS,
Milestone). Se bloqued la peroxidasa enddégena durante 20 minutos (Vector)
seguido de un blogueo con suero normal de caballo al 2.5% (Vector). Los
anticuerpos primarios usados fueron los siguientes: CD271/NGFR, conejo
EP1039Y 1:50 (Biogenex); CD10, ratén, 1:25 en humanos y perros y 1:100 en
ratones (Abcam), LepR, cabra policlonal, 1:250 (R&D System). La incubacién con
el anticuerpo primario se dej6 toda la noche en refrigeracion a 4°C; como
anticuerpo secundario se us6 un polimero HRP reagent KIT especifico para la
especie (Vector anti-raton, Vector anti-conejo, Vector anti-cabra) durante 30
minutos a temperatura ambiente y finalmente la reaccion se evidencié con

diamino-bencidina (Vector).

Adquisicion y anélisis de imagen.

Las laminillas fueron escaneadas utilizando el equipo Aperio CS2 (Leica
Biosystems) con el objetivo 20X y mediante el software Aperio ImageScope
(V12.3.2.8013) se adquirieron las imagenes. El andlisis de imagen se llevd a cabo
utilizando el software CellProfiler 2.1.1 y se cuantificé el area ocupada por la
poblacion de células estromales en las imagenes de las tinciones de
inmunohistoquimica de las secciones completas de tejido de cada una de las

especies.
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Procesamiento de médula 6sea
Humano

Se obtuvieron 58 muestras de raspado de médula 6sea obtenidas de la cabeza
femoral asi como de fémur proximal durante la cirugia de reemplazo de cadera. El
material se depositd en tubos conicos (Falcon) de 50 ml los cuales contenian
medio de cultivo RPMI (HyClone) adicionado con 5% de suero fetal bovino (SFB)
(HyClone) y antibi6tico (penicilina/estreptomicina) 1uL/ml (Gibco). La muestra se
homogeneiz6 con el medio de cultivo que la contenia, con una pipeta de 10 ml se
paso6 por un filtro de 100 micras (Corning) y se depositdé en un tubo nuevo estéril.
Se centrifugaron los tubos a 1200 g durante 8 minutos, se retir6 el sobrenadante y
se adicioné 1 ml de medio de cultivo RPMI (HyClone) adicionado con 5% de suero
fetal bovino (SFB) (HyClone) y antibiético (penicilina/estreptomicina) 1uL/ml. Se
realizd6 un conteo celular con solucion de Turk (Golden Bell) y evaluacion de

viabilidad celular con tincion de azul de tripano (Gibco) en hemocitometro.

Perro

Se obtuvieron 30 muestras de médula 6sea obtenidas bajo puncién y aspirado de
la cresta iliaca de perros bajo anestesia sometidos a algun procedimiento
quirdrgico. La muestra se obtuvo en una jeringa de 10 mL la cual contenia 1 mL de
heparina de 1000 Ul/mL. Se homogeneizé para mezclar con el anticoagulante y se
mantuvo asi hasta su procesamiento en el laboratorio en donde se pasé la
muestra a tubos cénicos de 15 mL y se centrifugd a 1200 g por 8 minutos, se retird
el sobrenadante y se adicion6 1mL de medio de cultivo, se realiz6 conteo y

viabilidad celular en hemocitdmetro.

33



Obtencién de células mononucleares

En un tubo cénico de 15mL que contenia 3mL de Ficoll (GE Healthcare) se
adicion6 el paquete celular suspendido en 4mL de medio de cultivo por cada 200
X10° células totales, se centrifugaron a 400g durante 30 minutos a 1 de
desaceleracion. Como resultado se obtuvieron 3 capas que contenian diferentes
tipos celulares, se descartd la capa superior que corresponde al plasma y se
recupero la capa intermedia donde se encuentran las células mononucleares y se
colocé en un tubo coénico de 15mL estéril; para retirar el exceso de ficoll se
adicionaron 10mL de PBS estéril 1X (HyClone) y se centrifugaron a 1200 g por 8
minutos, se descartd el sobrenadante y se adicioné 1 mL de medio de cultivo
RPMI suplementado con 10% de SFB y antibidtico (penicilina/estreptomicina)
1pL/mL, se realizdé conteo celular con solucion de Turk y evaluacion de la
viabilidad celular con colorante de azul de tripano.

Ensayo de colonias de progenitores hematopoyéticos

A partir de células mononucleares, se realizé el célculo para sembrar 20,000
células las cuales estaban mezcladas en 200 pL de medio de cultivo. Se
adicionaron las células correspondientes en un vial que contenia 2mL de
metilcelulosa (Stem Cell Techologies) previamente suplementado con 20 uL de
factor de células troncales canino (canine Stem cell factor {cSCF}) y 20 uL de
factor estimulante de colonias granulociticas-monociticas canino (cGM-CSF), se
homogeneiz6 el vial mediante vortex, y después de 3 a 5 minutos, con una
micropipeta de 1000 pL se tomd la metilcelulosa y se fue colocando
cuidadosamente con movimientos circulares en una caja de cultivo de 35mm
estéril, evitando la formacion de burbujas. El ensayo se realizé por duplicado, y se
coloco en la incubadora a 37°C con 5% de CO,, Se dejaron durante 14 dias y se
realizd6 el conteo de colonias, identificando los diferentes progenitores

hematopoyéticos de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas:
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CFU-G: unidades formadoras de colonias de granulocitos. Colonias formadas por
células redondas, pequefias, de morfologia compacta y color generalmente mas

obscuro que las colonias de monocitos.

CFU-M unidades formadoras de colonias de monocitos. Colonias formadas por
células redondeadas pero irregulares, células mas distantes unas de las otras, un
color mas claro, formado usualmente por un menor nimero de células que las de

granulocitos.

CFU-GM: unidades formadoras de colonias de granulocitos y monocitos. Colonias
usualmente de mayor tamafio, formado tanto por células granulociticas como
monociticas que pueden encontrarse una de cada lado de la colonia o tener un

centro granulocitico y por fuera de la colonia ser monocitico.

CFU-E: unidad formadora de colonias de eritrocitos. Colonias formadas por células
muy pequefias, generalmente es dificil distinguir células individuales, colonias muy
pequefias. Las colonias son de color rojo palido, lo cual es mas perceptible si se

apaga la luz del microscopio.

BFU-E: unidad formadora de “rafagas” de eritrocitos. Colonias formadas por
células muy pequefias, las colonias son mucho méas grandes que las CFU-E y

usualmente son lobulares. Las colonias son de rojo mas intenso.

CFU-GME: unidad formadora de colonias mixtas. Colonias formadas tanto por

células mieloides como eritroides, usualmente son de mayor tamafio.

Ensayo de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F)

Para establecer la frecuencia de progenitores de células estromales de médula
0sea (BMSC) en muestras de aspirado y raspado de médula 6sea se llevo a cabo
el ensayo de CFU-F el cual consisti6 en sembrar 250,000 y 500,000 células en
cajas de cultivo estériles de 35mm (Corning) contenidas en medio de cultivo

DMEM bajo en glucosa (HyClone) suplementado con 10% de SFB y 1% de
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antibiotico (penicilina/estreptomicina). Se mantuvieron en incubadora a 37°C en
atmoésfera humeda con 5% de CO; durante 14 dias realizando cambio de medio al
séptimo dia. Una vez transcurridos los 14 dias se retird el medio de cultivo y se
lavd la caja con 1 mL de PBS 1x no estéril, se dejaron secar a temperatura
ambiente durante una noche y al dia siguiente se realizé la tincibn de Wright
colocando 2 mL de colorante durante 2 minutos, posteriormente se agrego
solucion amortiguadora de fosfatos y se dejaron incubar durante 4 minutos,
después se decantd el colorante y se enjuagl la caja con agua corriente y
nuevamente se dejan secar para su cuantificacion. Se consideré como colonia a
un conjunto de células que agrupadas median igual 0 mas de 1mmz2 y crecieron
hacia una misma direccion con un centro definido y como grupo a un agregado de
células de menos de 1 mm2 y mayor a 10 células con un centro definido. Se contd

el total de nimero de colonias obtenidas en aumento 4X

Evaluacion de la frecuencia de células hematopoyéticas y BMSC por
citometria de flujo

Para la evaluacion de la frecuencia de las poblaciones HSCP y BMSC de médula
Osea de perro las células mononucleares se lavaron con PBS estéril y
centrifugadas a 1200 g durante 8 minutos. Posteriormente fueron suspendidas en
buffer de citometria (PBS 1x, EDTA 1mM y 2% SFB) e incubadas durante 20
minutos a 4°C en oscuridad con un panel establecido para esta especie (Cuadro
6). Se emplearon 1x10° células mononucleares por tubo. Posteriormente las
células fueron fijadas con 250 pL de solucion de lisis (BD) al 10% en agua
inyectable estéril durante 10 minutos a 4°C en oscuridad. Se lavaron las células
con 1 mL de PBS y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos, se descart6 el
sobrenadante y se resuspendieron en 100 pL de buffer de citometria. La lectura de

las células se realizo utilizando el citbmetro BD Canto |l.
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Cuadro 6. Panel para la identificacién de la poblacién HSCP

y BMSC en células mononucleares de perro.
HSCP LIN" CD34" C-kit" CD90"

BMSC CD45 CD271"

Cuadro 7. Anticuerpos empleados en la evaluacion de

HSCP y BMSC por citometria de flujo

Anticuerpo Marca Dilucién
CD45 APC Genetex 1:50
CD34 PE BD 1:50
c-Kit PerCP Cy5.5 Invitrogen 1:100
CD90 APC Bioscience 1:100
CD271 PE BD 1:100
LIN Pacific Blue BioLegend 1:50

Obtencién de células estromales de médula 6sea (BMSC)

Para la obtencion y expansion de BMSC se realizaron cultivos a partir de células
mononucleares en placas de 100 mm (Corning) a una densidad de 10-50 X10°
células en medio DMEM bajo en glucosa suplementado con 10% de SFB, 1 uL/mL
de antibidtico y 1% de glutamina (Gibco). Al dia siguiente se realiz6 cambio de
medio para eliminar a las células no adherentes y posteriormente se realizd
cambio de medio semanalmente hasta alcanzar confluencia mayor al 80% de la
caja de cultivo. De las células obtenidas se hacia una resiembra para purificar la
poblacion y expandir la poblacién para otros ensayos. El resto de células se
mantuvieron en criopreservacion para generar un banco de BMSC de perro.
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Identificacién de BMSC mediante la técnica de citometria de flujo

Para la caracterizacion de las BMSC en cultivo se emple6 la técnica de citometria
de flujo en una segunda resiembra que garantizara la pureza de las células. Se
estableci6 un panel de anticuerpos de acuerdo a marcadores previamente
reportados en perros tales como CD45, CD29, CD44 y CD90.

Tripsinizacion.

En una placa de cultivo en resiembra 2 con mas del 80% de confluencia se
adicionaron 5 mL de tripsina (HyClone) y se dejo incubando durante 7 minutos a
37°C, 5%C0O2, posteriormente se adicionaron 500 pL de SFB para detener la
reaccion de la tripsina. La suspension obtenida se colocé en un tubo cénico de 15
mL y se afor6 a 14 mL con PBS 1X estéril, se centrifug6 a 1200 g durante 8
minutos con desaceleracion 3. Se decanto el sobrenadante y se adicionaron 500
UL de medio DMEM, se realiz6 conteo celular con azul de tripano en

hemocitémetro.

Tinciéon de células

Para este ensayo se emplearon 1x10° células por cada tubo suspendidas en
buffer de citometria (PBS 1X/EDTA 1mM/ 2%SFB) los cuales se incubaron con los
anticuerpos CD45 APC, CD29 APCCy7, CD44 FITC, CD90 APC a temperatura
ambiente durante 20 minutos en oscuridad (Cuadro 8), posteriormente se
adicionaron 250 pL de solucién de lisis al 10% (BD) y se incubaron durante 10
minutos en oscuridad a temperatura ambiente, se adicion6 1 mL de PBS 1X no
estéril y se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos, se decantd el
sobrenadante y se adicionaron 50 uL de PBS 1X no estéril, se cubrieron los tubos
con papel aluminio y se conservaron a 4°C hasta su analisis en el citbmetro de
fluo BD canto Il del centro de instrumentos del hospital de especialidades del
Centro Médico Nacional siglo XXI del IMSS.
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Cuadro 8. Anticuerpos empleados en la evaluacién del

fenotipo de las BMSC en cultivo por citometria de flujo

Anticuerpo Marca Dilucion
CD45 APC Genetex 1:100
CD29 APCCy7 Genetex 1:100
CD44 FITC Genetex 1:100
CD90 APC Bioscience 1:100

Evaluacion de la capacidad de diferenciacion a otros linajes celulares

Diferenciacion adipogénica

Para determinar la capacidad de las BMSC para diferenciarse a adipocitos se
emplearon 10,000 células obtenidas de la primer resiembra (R1), las cuales se
sembraron en placas de cultivo de 48 mm en medio DMEM suplementado con
SFB, antibiético y glutamina. Se realiz6 cambio de medio al siguiente dia y al
llegar al 80% de confluencia se cambié el medio por medio de diferenciacion
adipogénico para perro (Cell Applications) durante 21 dias con dos cambios de
medio por semana. El ensayo se realizé por duplicado, el control se mantuvo con

DMEM suplementado.

La diferenciacion se evalué por la presencia de vacuolas lipidicas que fueron
observadas mediante la tincién de rojo oleoso. Después de 21 dias se retir6 el
medio de cultivo y se agregaron 300 uL de formaldehido al 4% por 3 minutos, se
retir6 el sobrenadante y se adicionaron 300 uL de propilenglicol absoluto durante
10 minutos, se decantd el medio y se adicionaron 300 pL de colorante de rojo
oleoso y se mantuvo en incubacion a 60°C durante 30 minutos. Posteriormente se
retird el colorante y se adicionaron 300 puL de propilenglicol al 85% durante 3
minutos; finalmente se realiz6 un lavado con agua destilada. Para observar los
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ndcleos de las células se realiz6 una tincion con hematoxilina de Harris durante 10
minutos y finalmente se realiz6 un lavado con agua destilada y se agregd medio
de montaje acuoso (Super Mount, Biogenex). Se hizo la evaluacion cualitativa en
un microscopio invertido (Olympus) considerando positiva la reaccion si se

observaban células con vacuolas tefiidas con rojo oleoso.

Diferenciacion osteogénica

Para determinar la capacidad de las BMSC para diferenciarse a osteocitos se
emplearon 5,000 células de R1 sembradas en placas de cultivo de 48 mm en
medio DMEM suplementado con SFB, antibiético y glutamina. Se realiz6 cambio
de medio al siguiente dia y al llegar al 80% de confluencia se cambié el medio por
medio de diferenciacién osteogénico (DMEM bajo en glucosa suplementado con
10% SFB, 1% glutamina, 50 uM Ascorbato-2-fosfato, 10 mM 8 glicerofosfato, 0.1
UM dexametasona) y se mantuvieron en esas condiciones durante 14 dias con dos
cambios de medio por semana. La osteogénesis se demostré por la acumulacién
de fosfato de calcio mineralizado con la tincion de Von Kossa. Para la tincion se
hizo un lavado previo de la placa de cultivo con agua destilada, posteriormente se
adicionaron 300 pL de solucién de nitrato de plata y se dejo incubar durante 20
minutos bajo exposicion a luz seguido de hipoclorito de sodio al 0.01% durante 5
minutos: se lavo la placa de cultivo con agua destilada y se tifieron los nacleos con
hematoxilina de Harris, se enjuagd la placa y se adicion6 medio de montaje
acuoso. Se hizo el analisis cualitativo en un microscopio invertido observando los
precipitados argentafines (evidencia de plata metdlica) en las células

diferenciadas.

Diferenciacién condrogénica

En un tubo cénico de 15 ml de depositan 2.5 x10° células obtenidas de RO, se
centrifugan a 1000 rpm por 5 minutos, se descarta el sobrenadante y se adicionan
500 pyL de medio de diferenciacion condrogénico (DMEM bajo en glucosa

suplementado con 100 nM de dexametasona, 50 uM acido ascérbico, 1 mM
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piruvato de sodio y 0.05 uyl de TGF-B3), se centrifugaron a 900 rpm durante 5
minutos, se dejaron incubar a 37°C, 5% CO, durante 28 dias con dos cambios de
medio por semana, cada ensayo se realizé por duplicado con un control negativo
tratado Unicamente con DMEM suplementado con 10% SFB, 1% de glutamina y
antibiético. Al final se formaron pequefias micromasas las cuales se fijaron en
solucion de paraformaldehido al 4% durante 2 horas, posteriormente se
deshidrataron en gradientes de alcoholes del 70, 96% y finalmente alcohol
absoluto durante 2 horas cada uno, posteriormente se dejaron durante 60 minutos
en xilol y transcurrido ese tiempo se agrego parafina liquida (Paraplast) durante 1
hora, se hizo un cambio de parafina y posteriormente se incluyeron las
micromasas en un casete de histologia para obtener cortes y realizar la tincion

Tricromica de Masson (Hycel)

Ensayos de proliferacion celular

Se obtuvieron BMSC a partir de la primera siembra (RO) las cuales se sembraron
a una densidad de 1x10° células en cajas de 100mm en medio DMEM
suplementado, cuando alcanzaron el 80% de confluencia se tripsinizaron y realizé
resiembra (R1) a una densidad de 1X10° células en placas de 100 mm, después
de 10 dias las BMSC fueron tripsinizadas, contabilizadas y resembradas y se llevo

a cabo el mismo proceso a los 10 dias.

La capacidad de proliferacion se evalué mediante la evaluacion del nimero de

doblajes poblacionales (NPD) de acuerdo a la siguiente formula:
NPD= Log™(N/N,) x 3.33

Donde:

No= Poblacion inicial

N= Poblacion final
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Una vez que el NPD obtenido fue de 0, y este se mantuvo durante tres lecturas y

las células presentaron morfologia senescente se detuvo el experimento.

Estadistica

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism 5
(GraphPad, San Diego, CA), para la comparacion de grupos con distribucion no
normal se emplearon las pruebas de Kruskal-Wallis (comparacion entre humano,
ratdn y perro) y Mann-Whitney (para comparacion entre dos grupos). Las pruebas
de correlacion se llevaron a cabo con la prueba de correlacion de Spearman. Los

datos se presentan como medianas y rango intercuartil.

Resultados

Muestras de médula 6sea

Se estudiaron muestras histoldgicas de médula ésea de perro, humano y raton las
cuales fueron evaluadas y seleccionadas por 3 patélogos para asegurarse de que
presentaran tejido hematopoyético inmerso en el hueso trabecular y tejido
adiposo, que las células hematopoyéticas presentaran las caracteristicas normales
para el linaje, asi como adecuada secuencia de maduracién y localizacién dentro
del tejido y no hubiera evidencia de alguna otra alteracion como fibrosis o

necrosis.

En el caso de las muestras de humano, aquellas que se obtuvieron durante el
procedimiento de reemplazo de cadera fueron de individuos adultos (intervalo de
53 a 92 afnos) y de 58 muestras obtenidas se seleccionaron 9 que cumplieron con
los criterios establecidos por los patdlogos. Las tres muestras de individuos
pediatricos (intervalo de 8 a 16 afios) se seleccionaron a partir de 9 muestras

evaluadas y que cumplian con los criterios antes establecidos.
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Las biopsias de hueso completo de ratdbn C57BL6 fueron obtenidas de animales
jovenes (6 semanas) y gerontes (24 meses); mientras que las muestras de ratones
SCID fueron obtenidas de animales adultos (15 semanas) que cumplieron con los

criterios establecidos.

En el caso de los perros se recolectaron 30 muestras de cabeza femoral de perros
de diferentes razas y edades, sin embargo, solo 10 de ellas cumplieron con dichos
criterios para su evaluacion y correspondieron a 8 perros de raza Unica, 1 de la
raza Husky Siberiano y uno de la raza Pomerania en un intervalo de edad de 3

meses a 8 afos.

Cuadro 9. Caracteristicas de las muestras de biopsia de médula

O0sea de perro.

Raza Edad en afios Edad en afios Clasificacion etaria
humano
Mestizo 0.3 6 Pediatrico
Mestizo 1 12 Pediatrico
Mestizo 2 24 Pediatrico
Mestizo 2 24 Pediatrico
Mestizo 15 24 Pediatrico
Pomerania 3 30 Adulto
Husky siberiano 4 35 Adulto
Mestizo 4 35 Adulto
Mestizo 6 45 Adulto
Mestizo 8 60 Adulto

Evaluacion histologica de médula 6sea de perros y su comparaciéon con

humano y raton.

Una vez que las muestras fueron seleccionadas se les hizo una evaluacion
cualitativa la cual incluyé el porcentaje de celularidad, la relacion M:E y el nUmero

de megacariocitos por mm?. La médula 6sea de ratén presento la celularidad mas
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alta (100 %) para ambas cepas evaluadas (Figuras 5 B y C). El alto porcentaje de
la celularidad en la médula 6sea de ratdn se correlaciona con la ausencia de
adipocitos. Tanto la médula 6sea humana (Figura 5A) como la de perro (Figura
5D) tuvieron un porcentaje de celularidad significativamente menor que la médula
Osea de raton (mediana [MED]=45%, rango intercuartil (IQR)=27.5% y MED=70%,
IQR=56.2% respectivamente (p < 0.0001) (Figura 5E). La variabilidad en el
porcentaje de la celularidad en los grupos de humano y perro fue alta, mientras

gue no se observd en los ratones de ambas cepas (Figura 5E).

El contenido de megacariocitos fue mayor en ratones SCID (MED=83/mm?
IQR=33/mm?) que en ratones C57BL/6 (MED=29/mm?, IQR=24/mm?) (p=0.0079)
(Figuras 6 B, C y E). Ambas cepas de ratones presentaron un mayor contenido de
megacariocitos que la médula 6sea humana y de perro (MED=6.75/mm?,
IQR=3.5/mm? y MED=7.0/mm?, IQR=4.2/mm? respectivamente) (p<0.0001) (Figura
6 A, Dy E). Al comparar por grupos etarios no hubo diferencia entre humanos y
perros; sin embargo, el contenido de megacariocitos fue mayor en los ratones
C57BL/6 de 6 semanas que en los de 24 meses (p=0.0159) (Figura 7 panel

superior).

Respecto a la relacion M:E hubo una diferencia significativa entre las especies
evaluadas (p=0.0138). Los ratones SCID presentaron la relacion M:E méas baja
(Figura 8 C y E). Las muestras de ratones C57BL/6 de 6 semanas tenian una
relacion M:E mas baja en comparacion con los ratones de 24 meses (p=0.0179)
(Figura 7 centro panel inferior y Figura 8B). No hay impacto de la edad en
muestras de humano y perro en la relacion M:E (Figura 7 panel inferior izquierda y
derecha, Figura8 A, Dy E).
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Figura 5. Fotomicrografias de médula 6ésea de humano (A), raton C57BL6 (B), raton SCID
(C) y perro (D) tefiidas con hematoxilina-eosina (H&E) donde se muestra la celularidad
para cada especie. Los asteriscos resaltan los adipocitos y el hueso trabecular esta
marcado con una letra t, barra=200 mm, E. Representacion gréafica del porcentaje de
celularidad en muestras de médula 6sea, p=<0.0001, Prueba de Kruskall-Wallis.
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Figura 6. Fotomicrografias de médula 6ésea de humano (A), raton C57BL6 (B), raton SCID
(C) y perro (D) tefiidas con hematoxilina-eosina (H&E) donde se muestra la presencia de
megacariocitos en cada una de las especies evaluadas (flechas negras). Barra=60 mm. E.
Representacion grafica de la frecuencia de megacariocitos en muestras de médula 6sea
donde los ratones de ambas cepas presentaron un numero significativamente mayor en
comparacion a humanos y perros, p=<0.0001, Prueba de Kruskall-Wallis.
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Efecto del envejecimiento en la composicion de la médula ésea en perros,

humano y raton.

Para evaluar si el envejecimiento induce cambios en el microambiente de la
médula 6sea en las diferentes especies y si existen similitudes, correlacionamos la
edad y la celularidad de la médula, la relacion M:E y el nimero de megacariocitos
en la médula 6sea humana, de perro y de ratén (C57BL/6). En el caso de los
perros se hizo la conversion de la edad de perro a edad en afios-humano (86) y en
el caso de los ratones se manejo la edad en meses. Encontramos que la médula
O0sea humana y la médula Osea de perro experimentan cambios similares
relacionados con la edad, que incluyen una disminucion en la celularidad de la
médula 6Osea con el envejecimiento y ningun cambio en el contenido de
megacariocitos. Por el contrario, la médula ésea de raton no tenia correlacién con
la edad y la celularidad, pero tenia una fuerte correlacién negativa con el nimero
de megacariocitos. La relacion M:E tuvo una fuerte correlacion positiva con la

edad en ratones y una menor correlacion en humanos y perros (Figura 9).

Expresion de marcadores in situ de células estromales en médula 6sea
(BMSC)

Dada la participacion de las BMSC en la regulacion de la hematopoyesis en
humanos y ratones, buscamos si la poblacion de las BMSC de médula 6sea de
perros podia identificarse a partir de los mismos marcadores que en humanos y

ratones y si su distribucion es similar a esas especies.
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Figura 7. Representacion grafica de la evaluacién de la frecuencia de megacariocitos
(panel superior) por etapa etaria en humanos (lzq), ratones C57BL6 (Centro) y perros
(Der). En humanos y perros no hubo diferencia significativa, pero los ratones de 6
semanas presentaron una frecuencia mayor que los gerontes p=0.0159. Efecto de la edad
en la relacién M:E (panel inferior), no hubo diferencia significativa en humano (I1zq) y perro
(Der) pero los ratones de 24 meses (Centro) tuvieron una diferencia estadistica p=0.0179.
Prueba de Mann Whitney.

Determinacion de la poblacion BMSC CD271+ en médula 6sea de perro.

En la médula ésea humana, el anticuerpo CD271 reconocié células ramificadas,
delicadas, con morfologia reticular compatible con la morfologia de células
estromales mesenquimales de la médula 6sea in situ. En el caso de los perros el
mismo marcador se expres6 en una poblacion de células ramificadas
morfologicamente similares a la poblacion CD271+ (Figura 10). En ambas

especies, las células hematopoyéticas fueron negativas para CD271.

Las BMSC CD271" se distribuyeron escasamente dentro del parénquima
hematopoyético, formando delicadas ramas simples que se extendian entre las
células hematopoyéticas (Figura 10A, B). BMSC CD271" también se pueden
encontrar muy cerca del hueso trabecular (Figura 10C, D). En los sitios
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perivasculares, se observd que formaban capas de células delgadas que
delineaban las células endoteliales sinusoidales (Figura 10E, F) y adyacentes a los
megacariocitos (Figura 10G, H). Se identific6 regularmente una capa celular
gruesa y ramificada de BMSC CD271" para delinear periféricamente las arteriolas
(Figura 101, J). Dado el marcado predominio del area de superficie vascular
sinusoidal sobre la vasculatura arteriolar y el area de superficie de hueso
trabecular en el espacio medular, la presencia de BMSC CD271" fue mucho mas
extensa en las ubicaciones perisinusoidales que en las periarteriolares o
peritrabeculares. Sin embargo, la morfologia de las BMSC alrededor de las
arteriolas estuvo marcada por su densidad y arborizacibn prominente, en
comparacion con el revestimiento de la capa de una sola célula y la arborizacion

menos prominente alrededor de los sinusoides de la médula

Determinacion de la poblacion BMSC LepR" en médula 6sea de raton.

Las células receptor de leptina+ (LepR") en la médula 6sea de raton se asemejan
en morfologia y distribucion a las células CD271" en la médula 6sea humana y de
perro. La morfologia reticular fue mas evidente en las BMSC LepR" en ratones
SCID que en las de ratones C57BL/6 (Figura 11A, B). En la médula ésea de ratén,
en las cepas CD57BL/6 y SCID, las células LepR™ también tienen una distribucion
similar. Al igual que las BMSC CD271" en la médula 6sea de humanos y perros,
las BMSC LepR" se identificaron circundantes a sinusoides (Figura 11E,F) y
algunos megacariocitos perisinusoidales (Figura 11G,H). Las BMSC LepR" en
ambas cepas de raton presentan la distribucién de ramificacibn multicapa
caracteristica de las BMSC periarteriolares (Figura 11l, J) observada en
especimenes de perros y humanos. Ademas, las BMSC LepR™ murinas también
se distribuyeron adyacentes al hueso y exhibieron arborizacion en el parénquima
hematopoyético (Figura 11A-D).
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Figura 8. Fotomicrografias de médula 6ésea de humano (A), raton C57BL6 (B), raton SCID
(C) y perro (D) tefiidas con hematoxilina-eosina (H&E) donde se muestra en el recuadro la
poblacién eritrocitica (islas eritrociticas) las cuales son reconocibles debido a sus nucleos
redondos tefnidos intensamente. Barra de escala 60 ym. E. Representacion gréafica de la
relacion M:E, la cepa SCID presenté menor la menor relacion. Kruskal-Wallis.
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Figura 9. Representacion gréafica de correlaciones de celularidad (panel superior), relacion
M:E (panel central) y nimero de megacariocitos (panel inferior) en médula 6sea de
acuerdo a la edad en las 3 especies. Se encontr6 similitud entre el humano y perro los
cuales presentaron correlacién negativo con la edad y la celularidad en médula ésea sin
cambios significativos en el nUmero de megacariocitos y la relacion M:E; mientras que en
el ratbn se encontré una correlacion positiva entre la edad y la relacion M:E y una
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correlaciéon negativa en el nimero de megacariocitos. Correlaciéon de Spearman.
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Determinacién de la poblacion BMSC CD10* en médula ésea

Previamente la expresion del marcador CD10 habia sido reportado como una
subpoblacién de BMSC en humanos, por lo que evaluamos si esta poblacién se
expresaba en las tres especies y si se pudiera emplear como un marcador general
de las BMSC. En las muestras evaluadas de humanos, la expresion de CD10 se
encontré en células hematopoyéticas, principalmente neutréfilos y posiblemente
algunas hematogonias (precursoras de células B), solo algunas muestras
expresaron CD10 en células alargadas, delgadas, de aparente morfologia reticular
compatibles con las BMSC (Figura 12 izquierda). En la médula 6sea de ratones,
CD10 se expresOd en ceélulas alargadas, delgadas, de apariencia reticular,
compatibles con BMSC las cuales se distribuyen principalmente rodeando
sinusoides y capilares sanguineos ademas de que presenta ramificaciones dentro
del parénquima de manera focal y parcialmente hacia trabéculas (Figura 12
centro). En perros, la expresion de CD10 fue muy variable ya que se present6 en
diferentes tipos de células como osteoblastos, osteocitos y condrocitos;
ocasionalmente, se expresd en ceélulas estromales ramificadas o bipolares
principalmente en la zona perivascular (Figura 12 derecha) No hubo expresion en

células hematopoyéticas.

A pesar de que CD10 se encontré en las 3 especies y en algunas muestras fue en
células que podrian corresponder a la poblacién de BMSC, el no ser marcador
exclusivo de BMSC no permite utilizarlo para identificar esta poblacion celular, por

lo que se descarto para futuros analisis.

Frecuencia de BMSC en humanos, ratones y perros.

Una vez establecidos los marcadores que identifican a la poblacion de BMSC en
las 3 especies evaluamos si la frecuencia de esta poblacion celular era similar a
pesar de no compartir los mismos marcadores. Mediante el empleo del software

de analisis de imagen CellProfiler establecimos la frecuencia de la poblacion de
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las BMSC de acuerdo al porcentaje de toda el area evaluada (Figura 13A). La
médula 6sea humana y de perro presentaron densidades similares de BMSC
CD271" (MED=22.52, IQR=9.51 y MED=18.48, IQR=7.17, respectivamente;
p=0.8567). Las BMSC LepR" de médula 6sea de ratén, de ambas cepas C57BL/6
y SCID (MED=16.78, IQR=3.11 y MED=16.53, IQR=5.96, respectivamente;
p=0.6993), también tuvieron una frecuencia similar a las BMSC CD271" de
humanos y perros. Al hacer el analisis entre las 3 especies tampoco hubo

diferencia significativa p=0.2809 (Figura 13B).

Para determinar si el envejecimiento tenia un efecto en la frecuencia de las BMSC
en médula 6sea determinamos si existia correlacion entre la frecuencia de las
BMSC vy la edad de los individuos evaluados y no encontramos significancia en

humanos, ratones y perros (Figura 13C).

La frecuencia in situ de precursores hematopoyéticos en perros no pudo
establecerse debido a la falta de un anticuerpo especifico para dicha poblacién

celular en tejido.
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Figura 10. Comparacion de la expresion y distribucibn de células estromales
mesenquimales de médula 6sea (BMSC) CD271+ en médula 6sea de humano y perro.
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A-J. Fotomicrografias representativas de la tincion inmunohistoquimica del marcador
CD271 de BMSC. Las puntas de flecha muestran las BMSC delicadamente arborizadas
en humanos (A) y perros (B) distribuidas dentro del parénquima. Las BMSC que recubren
el hueso trabecular (t) son predominantemente no arborizantes (C-D). La distribucion de
las BMSC en humanos, perros y médula 6sea es predominantemente perisinusoidal; las

sinusoides estdn marcadas con “s” (E, F). Se indica la adyacencia de las BMSC a ambos
megacariocitos marcados con 'm' (G, H). Se indica (I, J) la capa mas gruesa e
intensamente arborizada de BMSC alrededor de las arteriolas marcada con "a". Barra de

escala 60 pm.
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A-J. Fotomicrografias representativas de la tincion inmunohistoquimica del marcador
LepR de BMSC. Las BMSC se indican mediante puntas de flecha en el raton C57BL/6 (A)
y el raton SCID (B) que se distribuyen dentro del parénquima. Hueso trabecular (t) con
BMSC que son predominantemente no arborizantes (C-D). La distribucion de LepR+
BMSC es predominantemente perisinusoidal (s) (E-F). Las BMSC LepR+ se ubican junto
a los megacariocitos (marcados con una "m") y se indican los sinusoides (G, H). Las
arteriolas (a) estan rodeadas por una gruesa e intensa capa arborescente de LepR+
BMSC (1,J). Barra de escala 60 um.
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Figura 12. Expresion del marcador CD10 en médula 6sea de humano, ratén y perro.
Fotomicrografias representativas de la tincion inmunohistoquimica del marcador CD10 de
BMSC. La poblacién de BMSC se marca con una flecha son células alargadas, delgadas
y de apariencia reticular; mientras que en el caso de humanos (izquierda) también hay

expresion en células hematopoyéticas (punta de flecha). 1000X
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Determinacion de la frecuencia de células progenitores/troncales

hematopoyéticas y BMSC en médula ésea de perro.

A partir de células mononucleares obtenidas a partir de aspirado de médula 6sea
se hizo un panel de tincion para obtener la frecuencia de la poblacién de células
troncales hematopoyéticas buscando la poblacién LIN- CD34+ C-Kit+ CD90+ que
es el panel previamente reportado en perros y de la poblacion de BMSC con
fenotipo CD45- CD271/NGFR+. Existe una limitante en la disponibilidad de
anticuerpos especificos para el perro por lo que la estrategia para identificar la
poblacion LIN- empleamos anticuerpo anti humano y anti raton que presentaron
reaccion cruzada con las células de perro sin embargo los resultados no fueron
consistentes con la poblacién esperada por lo que la frecuencia se obtuvo solo de
la poblacion CD34+ que corresponde a los progenitores y células troncales
hematopoyéticas y a las poblaciones CD34+ CD90+ y CD34+ CD90+ c-kit+. En la
Figura 14-A se presentan los graficos representativos de la estrategia empleada
para la identificacion de dichas poblaciones. La frecuencia de la poblacion HSPCs
CD34+ fue de 2.08+0.45, la poblacion CD34+ CD90+ fue de 1.057+0.25 y la
poblacion CD34+ CD90+ c-kit+ 0.30+0.29 (n=3) lo que demuestra que entre mas
antigenos se incluyan en el panel se purifica la poblacibn como en el caso de
humanos y ratones. La poblacibon BMSC CD45- CD271/NGFR+ present6 una
frecuencia de 0.259 + 0.383 (n=3), la estrategia para su seleccién se muestra en la
Figura 14-B.
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Figura 13. Frecuencia de la poblacion BMSC en humano, ratén y perro obtenida por
analisis de imagen a través del software CellProfiler

A. Fotomicrografias representativas de imagenes originales digitalizadas (izquierda) y
analizadas (derecha). En la imagen original la marca de BMSC esta resaltada en
cromdégeno marrén, mientras que en la imagen analizada se observa el contorno
superpuesto del objeto generado por el software Cell Profiler (amarillo). Barra de escala
200um. B. Representacion grafica de la frecuencia de BMSC en humanos (n = 12), perros
(n = 10), ratones C57BL/6 (nh = 9) y ratones SCID (n = 5) BM, p = 0.2809, prueba de
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Kruskal-Wallis. C. Representacion gréfica de la correlacion de la edad con la frecuencia
de BMSC en humanos, ratones y perros donde no se encontrd significancia. Correlacién
de Spearman.

Frecuencia de progenitores hematopoyéticos mediante ensayos de

formacién de colonias in vitro.

Dado que en el caso del perro no encontramos disponible un marcador ideal para
utilizar en tejido y evaluar la frecuencia de progenitores hematopoyéticos in situ,
empleamos el ensayo de formacion de colonias que ademéas de ayudarnos a
identificar la frecuencia nos permite evaluar la funcionalidad de esta poblacién
celular.  Se contabilizaron las colonias totales por cada 100,000 células
mononucleares (CMN) y se evalué si la edad de los perros podia influir en su
frecuencia por lo que las muestras se dividieron en dos grupos etarios, animales
jovenes de 0 a 2 afios y animales adultos de 6 a 8 afios. La morfologia de las

colonias se presenta en la Figura 15A.

La frecuencia para las unidades formadoras de colonias de granulocitos (CFU-G)
fue de 180.22 £ 72.77; de las unidades de colonias de monocitos (CFU-M) fue de
30.60 £20.70; de las unidades formadoras de colonias granulocitos-monocitos
(CFU-GM) fue de 14.20 +7.21; de las unidades formadoras de colonias de
eritrocitos (CFU-E) fue de 10.20 £15.25; de las unidades formadoras de colonias
de eritrocitos tempranos (BFU-E) fue de 13.70 +19.59 y finalmente la media de
colonias mixtas fue de 15.75 * 8.44 (Figura 15B). Cuando evaluamos la influencia
de la edad en el nimero de colonias totales (Figura 15C), en los progenitores
mielociticos totales (Figura 15D), en los progenitores eritrociticos totales (Figura
15E), en progenitores mixtos (Figura 15F), en progenitores de origen mielocitico
(Figura 15G), en progenitores de monocitos (Figura 15H), en progenitores
bipotentes granulomonociticos (Figura 15I), en progenitores eritrociticos
tempranos (Figura 15J) y en progenitores eritrociticos tardios (Figura 15K), no

encontramos ninguna diferencia significativa en ningun tipo de colonia.
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Figura 14. Frecuencia de progenitores hematopoyéticos y de la poblacion BMSC en
médula 6sea de perro mediante citometria de flujo.

A. Estrategia para definir las poblaciones de progenitores hematopoyético CD34+,
CD34+CD90+ y CD34+ CD90+ c-kit+ a partir de células mononucleares de perro. B.
Representacion gréfica de las poblaciones de progenitores hematopoyéticos definidos por
citometria de flujo. C. Estrategia empleada para la identificacién de la poblacion BMSC
CD45- NGFR+ (CD271) a partir de células mononucleares.

Frecuencia de células estromales mesenquimales (BMSC) mediante ensayos

de formacion de colonias in vitro.

Una vez que se determind la frecuencia de las BMSC in situ en perros evaluamos
la frecuencia en muestras obtenidas por aspirado de médula ésea a través de su
capacidad clonogénica mediante el ensayo de CFU-F el cual nos evalia la
capacidad de formar colonias y asi evaluar su frecuencia. El conteo se realiz6 de
las colonias totales por cada 100,000 CMN. Encontramos una frecuencia de 5.55 +
4.55 colonias/100,000CMN (n=15) y se encontré una disminucion significativa del

namero de colonias respecto a la edad de los perros p=0.0176, (Figura 16A)
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Considerando la similitud entre la frecuencia de BMSC entre perros y humanos in
situ, comparamos la capacidad clonogénica mediante este método y encontramos
una diferencia estadistica significante entre el humano y el perro p=0.0094 (Figura
16B); al evaluar si en ambas especies habia correlaciéon entre la edad y la
frecuencia de las colonias, en el caso de los perros empleando la equivalencia con
la edad en humanos, encontramos una correlacion negativa en ambas especies

r=-0.6433 y r=-0.5601 en humanos y perros respectivamente (Figura 16C, D).

Caracterizacion y evaluacion de la funcionalidad de las BMSC de médula

O0sea de perro.

La caracterizacion de las BMSC en perros ha sido traslapada de los criterios
minimos establecidos para muestras humanas como son la adherencia al plastico,
mas del 95% de la poblacién debe expresar CD90, CD73 y CD105; mientras que
menos del 2% de la poblacion expresa CD34, CD45, CD14, CD79 o HLA (87).
Ademas tienen un potencial de diferenciacion in vitro multilinaje. Considerando

estas caracteristicas caracterizamos la poblacion BMSC de médula 6sea.

Determinacion del fenotipo de las BMSC de perro mediante citometria de

flujo

A partir de células mononucleares de médula 6sea se observé una poblacion de
células adherentes al plato de cultivo las cuales fueron expandidas para poder
llevar a cabo su caracterizacion (Figura 12E). Para determinar su inmunofenotipo
empleamos los marcadores CD45, CD29, CD44 y CD90 previamente reportados
en muestras de perro mediante la técnica de citometria de flujo. Cabe mencionar
que la disponibilidad de anticuerpos especificos para perro unidos a una variedad
de fluorocromos es baja, por lo que hicimos tincién en dos tubos para establecer
el fenotipo. En el primer tubo empleamos los marcadores CD45 acoplado a APC,
CD29 acoplado a APC Cy7 y CD44 acoplado a FITC (Figura 16F), mientras que
en el segundo tubo empleamos CD90 acoplado a APC, CD29 acoplado a APC
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Cy7 y CD44 acoplado a FITC (Figura 16G). El Unico anticuerpo no especifico para
su uso en perros fue el CD29. En el cuadro 10 se muestran los resultados.

Cuadro 10. Resultados de la fenotipificacion de
BMSC de perro

Fenotipo Fenotipo
CD45- CD29-CD44+ CD90+ CD29+ CD44+
98.45+2.11 98.98 £ 0.78

Evaluacion de la capacidad de diferenciacién in vitro de las BMSC de perro

hacia adipocitos, osteoblastos y condrocitos.

Para evaluar el potencial de diferenciacion a otras células como adipocitos,
osteoblastos y condrocitos se cultivaron BMSC en medio especifico para
estimular la diferenciacion. La evaluacion se hizo de manera cualitativa, para el
caso de células diferenciadas hacia adipocitos se empled la tincién de rojo oleoso;
hacia osteoblastos fueron evaluadas mediante la tincion de Von Kossa y para
condrocitos se empled la tincién Tricrbmica de Masson. Se dio una reaccion
positiva de acuerdo de una escala de 1 a 3; categoria 1 si se observaba la
presencia de vacuolas lipidicas (adipocitos), precipitados argénticos (osteoblastos)
0 se evidenciaba la presencia de fibras de colageno tipo | (condrocitos) en menos
del 20% de las BMSC; categoria de 2 si era entre 20 y 50% y categoria 3 si era
mayor a 50%. Las muestras evaluadas (n=10) se diferenciaron hacia los 3 linajes
observandose una mayor capacidad hacia los osteoblastos (p=<0.0001). En la

Figura 16H, | se muestran las imagenes representativas.
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Evaluacion de la capacidad de proliferacion in vitro en BMSC de perro

De acuerdo con estudios previos las BMSC de perro, a diferencia de las humanas,
se mantienen muy poco tiempo en cultivo por lo cual evaluamos su capacidad
proliferativa en cultivo a través de la técnica de doblaje poblacional (PD). Se
alcanz6 un tiempo en cultivo de 60 dias alcanzando hasta 18 doblajes
poblacionales (Figura 16J). Una vez que el doblaje poblacional fue de cero se

detuvo el ensayo.
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Figura 15. Identificacion y evaluacion de la frecuencia de progenitores hematopoyéticos
mediante ensayos de formacion de colonias en médula ésea de perro. A. Fotomicrografias
de las colonias de progenitores en médula 6sea de perro de arriba abajo CFU-G, CFU-M,

CFU-GM, CFU-E, BFU-E y colonias multipotentes. B. Representacion grafica de la
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comparacion de la frecuencia de los progenitores hematopoyéticos totales (p=0.34) (C),
progenitores mielociticos totales(p=0.47) (D), progenitores eritrociticos totales (p=0.23)
(E), progenitores mixtos (p=0.72) (F), progenitores de origen mielocitico (p=0.71) (G),
progenitores de monocitos (p=0.10) (H), en progenitores bipotentes granulomonociticos
(p=0.42) (I), progenitores eritrociticos tempranos (p=0.10) (J) y en progenitores
eritrociticos tardios (p=0.16) (K). En todos los casos las es el nimero de colonias por cada
100,000 CMN. Prueba t no pareada.

Discusioén

En este trabajo, comparamos la composicion histoldgica, el nimero y distribucion
de las BMSC in situ en biopsias de médula ésea de humano, raton y perro de
diferentes grupos etarios. Fueron analizados los marcadores de BMSC de humano
(CD271/NGFR) y ratén (LepR) en las tres especies. Se utilizd el software de
andlisis de imagen CellProfiler para determinar la frecuencia de la poblacion de
BMSC. Es importante mencionar que, en el caso de los perros este es el primer
trabajo donde se reporta la poblacion de BMSC in situ en médula 6sea ya que no

existen reportes previos.

Respecto a la composicion histolégica, comparamos los cambios de celularidad
(médula 6sea hematopoyética versus adiposa) entre las tres especies en
diferentes etapas etarias. Se ha descrito en humanos (20), que la celularidad de
la médula 6sea sufre cambios conforme el individuo crece y envejece. Durante la
primera década, el tejido hematopoyético representa alrededor del 80% de la
celularidad, posteriormente hay una disminucion en la tercera década alrededor
del 50% y se mantiene asi hasta la octava década donde nuevamente hay una
disminuciéon marcada. En este trabajo también encontramos que la celularidad
tiene una relacion inversa con la edad en humanos. En el caso de los ratones, el
esternén vy las costillas permanecen hematopoyéticamente activos
independientemente de la edad del animal y del 70 al 80% de la médula 6sea es

tejido hematopoyético (18); observamos que el 100% de la médula oésea
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corresponde a tejido hematopoyético desde ratones de 6 semanas hasta los de 24
meses de dos cepas diferentes. El perro es una de las principales especies de
mamiferos utilizadas para la investigacion biomédica como apoyo para el estudio
de una variedad de enfermedades en humanos, incluyendo las hematolégicas y
también en ensayos clinicos de agentes quimioterapéuticos. La celularidad de la
médula 6sea de perro puede variar del 20% al 80% dependiendo del sitio
anatomico y la edad (11). En este trabajo los cambios en celularidad observados

en la médula ésea de perro fueron similares al humano.

Los cambios hematolégicos que suceden con el envejecimiento han sido
ampliamente reportados. A pesar de que el porcentaje de celularidad no cambia
en ratones, la composicion de las células si lo hace conforme el animal envejece.
Se han descrito cambios en la composicion de la médula 6sea en ratones
envejecidos, con la edad se observa un mayor numero de HSC, y éstas tienden a
diferenciarse hacia progenitores mielociticos mas que linfociticos (88,89). En
humanos, los cambios descritos al envejecimiento, ademas de la disminucion de la
celularidad, son el incremento en la frecuencia de HSCP CD34+ las cuales hacen
mayor contacto con los adipocitos (90), disminucién de la linfopoyesis e
incremento de la mielopoyesis (21,91). Para comprar el efecto en el incremento de
la poblacion mieloide con la edad, se estudio la relacion mieloide:eritroide (M:E) en
las tres especies en diferentes grupos etarios. Observamos un incremento en el
namero de células de origen mielocitico en ratones gerontes; cabe sefialar que en
humanos y perros se observé una tendencia que no fue significativa. Sin embargo,
podria deberse al nUmero de muestras incluidas en el estudio. De acuerdo con lo
reportado por Patronek (92) y Wang (86), la edad de los perros adultos incluidos
en este estudio corresponde a un humano de sesenta afios, edad en la que aun
no se presentan cambios evidentes en la composicion celular de la médula 0sea,
por lo que seria adecuado evaluar perros de mayor edad para verificar si en esta

especie también predomina la mielopoyesis en el envejecimiento.
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Figura 16. Frecuencia, caracterizacion y evaluaciéon de la funcionalidad de las células
estromales mesenquimales de médula 6sea de perro.

A. Representacion gréfica de la frecuencia de unidades formadoras de colonias tipo
fibroblasto (CFU-F) en médula 6sea, la edad mostré diferencia significativa en el nUmero
de colonias (p=0.01), prueba de Mann-Whitney. B. Comparacion de la frecuencia de CFU-
F en humanos y perros (p=0.009), prueba de t no pareada e imagen de las colonias en el
plato de cultivo. Representacion gréafica de la correlacion de la edad y la frecuencia de
CFU-F en humanos (C) y perros (D) que mostr6 una correlacion negativa en ambas
especies r=-0.64 y r=-0.56 respectivamente, correlacion de Pearson. E. Fotomicrografia
de la morfologia de las BMSC en cultivo. F. Estrategia para la caracterizacion del fenotipo
de las BMSC en cultivo con los marcadores CD45-, CD29+ y CD44+. G. Estrategia para la
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caracterizacion del fenotipo de las BMSC en cultivo con los marcadores CD90+, CD29+ y
CD44+. H. Fotomicrografias de la evaluacion cualitativa del potencial de diferenciacion
hacia adipocitos (izq) evidenciada con rojo oleoso, osteoblastos (centro) evidenciada con
tincion de Von Kossa y condrocitos (Der) evidenciada con tricromica de Masson. |.
Representacién grafica de la capacidad de diferenciacibn en escala con diferencia
significativa hacia la diferenciacion osteogénica (p=<0.001) Kruskal-Wallis. J. Grafica que
muestra la capacidad proliferativa de las BMSC de acuerdo a los doblajes poblacionales.

En el caso de los megacariocitos, Grover (93) reporté un incremento en el nimero
de HSC en ratones viejos, que expresan altos niveles de genes especificos de
linaje de plaquetas. Y en humanos Rundberg (94) observé que la frecuencia de la
relacion de progenitores megacariocito/eritrocito (MEP) incrementa con la edad, lo
que podria estar relacionado también con patrones de expresion génica de las
HSC. En este trabajo, el nimero de megacariocitos presentes por mm? en las
biopsias de médula 6sea de ratdn fue significativamente mayor, respecto a los
humanos y perros. Sin embargo, el nimero de megacariocitos en ratones viejos
fue significativamente menor que en los ratones jévenes. En las muestras de
humano y perro, no encontramos cambios significativos en el numero de
megacariocitos con la edad. Nuestros hallazgos en ratbn y humano no
corresponden a la reportado previamente (93,94); sin embargo, en nuestro trabajo
la frecuencia de megacariocitos se determiné in situ mientras que las evidencias
demuestran sobreexpresion de genes relacionados a activacion de plaquetas y
coagulacion en las HSC envejecidas, asi como un mayor numero de progenitores
de megacariocitos en ensayos de colonias, y no se reportd mayor celularidad en
médula 6Osea ni secrecion de trombopoyetina, el principal regulador de la

trombopoyesis (93,94).

Las diferencias en el numero de megacariocitos entre la médula 6sea humanay la
de raton deben tenerse en cuenta al extrapolar los resultados de los modelos de

ratén a los humanos ya que los megacariocitos actian como factores extrinsecos
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a las células que parecen influir en el comportamiento de las HSC y sus
progenitores (45,95,96).

En el caso de los ratones, las BMSC se han identificado mediante el uso de
ratones reporteros por la expresion del LepR, Nes o NG2 (33,42,53,57) Las BMSC
LepR son la fuente principal de produccion de SCF y CXCL12, ademas de ser la
fuente principal de adipocitos y osteoblastos. En nuestro estudio empleando la
técnica de inmunohistoquimica identificamos a la poblacion de BMSC LepR™ in situ
las cuales se distribuyen principalmente alrededor de los sinusoides. No
evaluamos esta poblacién en tejido humano y de perro ya que no contdbamos con
el anticuerpo especifico para tales especies. Sin embargo, a nivel de evaluacién
de células individuales Tikhonova (55) reporté una fuerte correlacion entre la firma
genética de las BMSC CD271/NGFR+ en humanos y la poblacion LepR en

ratones.

En humanos, las BMSC expresan el NGFR o CD271 y son capaces de
diferenciarse hacia los linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico, ademas
de patrticipar en el soporte de la hematopoyesis (59—-61). En este trabajo nuestros
hallazgos coinciden con lo reportado previamente en estos estudios, las BMSC de
humano expresan CD271/NGFR y se encuentran cercanas a vasos sanguineos

como sinusoides y arteriolas.

La poblacion de BMSC CD271/NGFR+ en el perro se ha aislado e identificado
mediante separacion magnética y ensayos funcionales donde se demostrd su
capacidad de formar colonias y diferenciarse hacia los linajes adipogénico,
osteoblastico y condrogénico (84). Nuestro trabajo amplia el conocimiento sobre la
poblacién de BMSC CD271/NGFR+ en perro, ya que a pesar de que habia sido
aislada por citometria de flujo y evaluada su capacidad para diferenciarse en
linajes mesenquimales (84), su morfologia, distribucion y frecuencia in situ no
habia sido reportada, por lo que a partir de estos datos podemos evaluar si esta
poblacién forma parte del nicho hematopoyético en perros y en condiciones

patolégicas evaluar los cambios en su frecuencia y distribucion. La poblacion de
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BMSC CD271/NGFR+ en médula ésea de perros presenta una morfologia reticular
y se distribuye rodeando vasos sanguineos como sinusoides y arteriolas; ademas
de encontrarse en el parénquima, rodeando megacariocitos y en ocasiones
rodeando trabéculas. Estos hallazgos coinciden con lo reportado en médula 6sea

humana, utilizando el mismo marcador (59,62,90).

Otro marcador con el que se han identificado las BMSC en humanos es CD10
también conocido como endopeptidasa neutral 24.11 (NEP24.11). Es una
glucoproteina de superficie que se ha reconocido en la superficie de progenitores
linfoides tempranos en la médula 6sea, células B inmaduras en meédula Gsea,
células B de los centros germinales del tejido linfoide, neutréfilos y células
estromales (97). Torlakovic (2005), reporté una poblaciéon de BMSCs CD10+ que
se encontraban en estrecha cercania con las células de linaje B, en todas las
etapas de desarrollo; lo cual sugiere que esta puede ser una subpoblacion de
BMSC que patrticipa en el nicho linfoide B (63). En el perro este marcador se ha
reportado en otros tejidos como en glandula mamaria (98) y rifidn (99) pero hasta
ahora no habia sido reportado in situ en médula 6ésea. En este trabajo reportamos
la expresion de CD10 en células con caracteristicas de células mesenquimales
rodeando megacariocitos, algunas trabéculas, vasos sanguineos y en parénquima,
al igual que la poblacion CD271/NGFR+. Sin embargo, también se expreso en el
citoplasma de otras células como osteoblastos, por o que no se consideré un
marcador especifico para la poblacion de BMSC en esta especie, En nuestro
trabajo encontramos que la expresion de CD10 tampoco es especifica para las
BMSC en las biopsias de humano, ya que también se expresd en células de
origen hematopoyético. La expresion de CD10 en las BMSC de ratén fue muy
similar a la expresion de LepR, por lo que sugiere que podria tratarse de la misma
poblacién celular o ser otra poblacion de BMSC. CD10 no se consideré un
marcador especifico de la poblacibn mesenquimal en perros y humanos; sin
embargo, en el caso de los ratones, se pueden llevar a cabo técnicas de doble
marcaje CD10/LepR y realizar estudios funcionales de la poblacion BMSC CD10+
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para determinar sus funciones especificas y determinar la similitud con la

poblacion LepR+.

A pesar de que las BMSC en las tres especies pueden expresar distintos
marcadores, la frecuencia de esta poblacién no mostré diferencias significativas
entre especies ni por grupo etario a pesar de que se ha reportado que, con la
edad, la frecuencia de las BMSC puede disminuir (100). Se requieren estudios
funcionales en las tres especies para descartarlo. Los estudios in situ como el que
llevamos a cabo, tienen algunas ventajas sobre los estudios de citometria de flujo
que requieren la disociacion celular. Por ejemplo, la inmunomorfologia que utiliza
ensayos de inmunohistoquimica permite realizar analisis cualitativos vy
cuantitativos de la expresion de proteinas en relacion con el tipo/morfologia de la
célula, los compartimentos subcelulares y la distribuciébn general de diferentes
tipos de células, incluidas las subpoblaciones menos frecuentes.

La identificacién in situ de las BMSC es fundamental para determinar posibles
diferencias entre especies, ya que por ahora se desconoce si la variacién en los
marcadores de identificacion de las BMSC entre el humano y el ratén es solo de
fenotipo, o si esas diferencias también radican en funcionalidad de las células
como lo indican los nuevos estudios llevados a cabo en células individuales (single
cells) que han permitido identificar una alta heterogeneidad en la poblacion de
BMSC (55,101). Con los resultados de este trabajo, donde demostramos que las
BMSC CD271/NGFR+ de médula ésea de humanos y perros comparten la misma
morfologia, distribucién y frecuencia, proponemos al perro como un modelo ideal

para el estudio de la hematopoyesis en la especie humana.

Se ha informado que las lesiones de la médula 6sea relacionadas con la
osteoartritis asociadas con la degeneracion quistica o los defectos del cartilago
suprayacente se asocian con un aumento de la densidad de células estromales de
la médula CD271/NGFR+ y un perfil alterado de expresion génica de BMSC (102)
y, de hecho, un subconjunto de BMSC CD271/NGFR+ parece participar en la

formacion de hueso nuevo en la osteoartritis avanzada (103). Las areas de médula
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O0sea que evaluamos fueron, por el contrario, histolégicamente normales. Sin
embargo, es posible que los pacientes humanos o perros con osteoartritis puedan
tener cambios sutiles en el microambiente de su médula ésea en sitios distantes

de la afectacion de la enfermedad.

En cuanto a la frecuencia de la poblacibn HSC, se ha reportado que estas
incrementan como un cambio del efecto del envejecimiento en humanos y ratones
y que en la médula 6sea se favorece la mielopoyesis y disminuye la linfopoyesis
(21,89). Hasta ahora no existen reportes previos en perros que demuestren tal
comportamiento en las HSC de las cuales se ha definido el inmunofenotipo como
Lin- CD34+ c-kit+ CD90+ (80-82,104,105). Sin embargo hasta ahora, no se
cuenta con la cantidad de anticuerpos especificos para su uso mediante citometria
de flujo para el perro, por lo que en nuestro trabajo la frecuencia de la poblacién
CD34+ empleando un anticuerpo especifico para el perro (105) mediante
citometria de flujo fue menor en comparacion a lo reportado por Niemeyer (81).
En nuestro estudio, el nimero de muestras empleado podria estar teniendo
influencia en la frecuencia por lo que se requiere un trabajo donde se incluyan
perros de diferentes etapas etarias y determinar si al igual que en humanos y

ratones la edad puede influir en la frecuencia de la poblaciéon CD34.

Otra forma de determinar la frecuencia de progenitores hematopoyético es
mediante los ensayos de formacion de colonias. En humanos y ratones se ha
descrito un compromiso hacia cierto linaje que va cambiado con la edad (21), sin
embargo, no se han encontrado diferencias en cuanto a la frecuencia de
progenitores en diferentes etapas etarias (90). En este trabajo determinamos la
frecuencia de los progenitores a partir de células mononucleares cultivadas en
metilcelulosa y suplementado con las citocinas requeridas como se ha descrito
(80-82). Al hacer el analisis respecto a dos grupos etarios no encontramos
diferencias en el numero de colonias, lo cual es similar a lo reportado en humanos.
Estos resultados sugieren que en el perro, la frecuencia de progenitores in vitro

no cambia con la edad como se ha reportado en humanos.
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La frecuencia de la poblacion de BMSC en perros a partir de células
mononucleares de médula 6sea mediante citometria de flujo solo se ha reportado
en un estudio donde se busca el uso de dicha poblacién con fines terapéuticos y a
partir de una poblacion CD271/NGFR+ obtenida mediante separacion de
columnas magnéticas (84). Nuestro estudio es pionero en la determinacion de la
frecuencia de BMSC en células mononucleares a partir de aspirados de médula
O0sea y tomando en cuenta la poblacion CD45-CD271/NGFR+ para determinar su
participacion en la regulacién de la hematopoyesis en perros; sin embargo, el
método de obtencion podria influir en la frecuencia y el nidmero de muestras
empleadas es bajo, por lo que este trabajo podria complementarse con mas
muestras y determinar si la edad y posiblemente el método de muestreo tienen

efecto en la frecuencia de dicha poblacion.

En los ultimos afos, incluida la medicina veterinaria, se ha dado énfasis a la
terapia regenerativa a partir de células mesenquimales obtenidas de diferentes
fuentes como médula Osea, tejido adiposo, cordon umbilical y placenta. Sin
embargo, su funciéon en la regulacion de la hematopoyesis ha sido menos

explorada.

La sociedad internacional de terapia celular (ISCT) ha definido estandares para
definir a las BMSC humanas como células que se adhieren al plastico cuando se
mantienen en condiciones de cultivo estandar, el 95 % de la poblacion de BMSC
debe expresar CD105, CD73 y CD90 y carecer de la expresion de CD45, CD34,
CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA clase I, y finalmente, las BMSC deben
diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y condroblastos en condiciones estandar
de diferenciacion in vitro (87). En medicina veterinaria no se han definido tales
criterios, pero se han tomado como referencia los descritos en humanos. En este
trabajo a partir de células mononucleares de médula dsea identificamos la
poblacion de BMSC y mediante ensayos para evaluar su capacidad clonal
encontramos que hay una disminucion en la capacidad de formacion de colonias

en animales de mayor edad, lo que podria sugerir que si la frecuencia de estas
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células no cambia con la edad, la funcién si podria estar alterada. Nuestros
resultados no concuerdan con lo reportado por Bertolo (106), quien no encontrd
diferencias en la frecuencia de colonias donde incluyo 6 razas diferentes entre 4 y
7 afios, lo que pudiera estar influido por las razas incluidas en dicho estudio y
porque las edades de los perros incluidos en ese estudio corresponde Unicamente
al grupo de adultos de nuestro estudio y no hay animales en edad pediatrica.
Datos en un estudio del mismo grupo donde se compararon las BMSC de humano
y perro concuerdan con que el perro presenta un mayor numero de colonias

aunqgue en este estudio no se reportaron las edades de ambas especies (106).

Otra caracteristica de las BMSC es su capacidad de diferenciacion hacia otros
linajes, en nuestra evaluacién cualitativa encontramos que todas las muestras
conservaron esta funcion. Sin embargo, en nuestro estudio no comparamos
grupos etarios y solo fue una evaluacion cualitativa, por lo que seria necesario
evaluarlo en un mayor nimero de muestras y ademas determinarlo mediante un
meétodo cuantitativo o mediante expresion de genes asociados como se ha hecho
en trabajos previos (107-110). La especie o la raza también pueden influir en la
capacidad de diferenciacion a ciertos linajes, como se ha descrito previamente
(106), donde la capacidad osteogénica es mas alta que la condrogénica o

adipogénica entre 6 razas distintas.

En humanos, Aguilar—Navarro (90) no encontré diferencias en la capacidad de
diferenciacion en dos grupos etarios, sin embargo, este estudio no incluyo
muestras pediatricas lo que podria tener un efecto en la capacidad de
diferenciacion en especies como la canina; en otro estudio, donde compararon
ambas especies reportaron una menor capacidad condrogénica en los perros
mediante evaluacion cualitativa por una menor densidad de tinciébn con Azul
alciano (106).

Uno de los principales obstaculos es la disponibilidad de anticuerpos especificos
para el perro o que tengan reaccion cruzada y la importancia de identificar esta

poblacién de manera adecuada debido a su uso cada vez mayor en areas de
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aplicacion clinica. Los criterios de expresion de antigenos de superficie utilizados
por el ISCT para identificar las BMSC humanas pueden no ser adecuados para
caracterizar las BMSC en especies como la canina. En este trabajo empleando

marcadores previamente empleados en perros determinamos su fenotipo.

Conclusiones

Existen diferencias significativas en la micro arquitectura de la médula Osea
trabecular entre especies, siendo la médula 6sea humana significativamente mas
parecida a la de un perro que a la de un ratén en términos de celularidad y
contenido de megacariocitos y adipocitos (Figura 17). Este estudio también
destaca que entre diferentes cepas de ratones puede haber diferencias en
aspectos clave como el contenido de megacariocitos. Las diferencias en el
contenido de adipocitos y megacariocitos en los ratones deben tenerse en cuenta
y explorarse mas a fondo. En general, nuestro estudio sugiere que la médula 6sea
del perro posee caracteristicas similares a la humana en comparacién a la médula

6sea murina.

Nuestros hallazgos indican que en el perro existe un nicho reticular
hematopoyético caracterizado por la presencia de BMSC identificadas por la
expresion de CD271 y cuya densidad y distribucién es similar al humano, por lo
que esta poblacién podria tener un papel relevante tanto en la homeostasis de la
hematopoyesis en perros, como en el posible desarrollo o mantenimiento de
neoplasias hematopoyéticas como se ha demostrado en humanos. Por lo que el
perro podria ser empleado como modelo en el desarrollo, mantenimiento y

tratamiento de neoplasias hematopoyéticas.
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Perspectivas.

1. Realizar ensayos de co-cultivos de MSC con HSCP de muestras de médula
Osea de perro para determinar la participaciéon en el mantenimiento de la
hematopoyesis por parte de las HSC.

2. Determinar la secrecién de citocinas producidas por la poblacion BMSC

Realizar ensayos funcionales de la poblacion BMSC CD271" en perros
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Figura 17. Modelo de médula ésea humana, de ratén (C57B/6 y SCID) y de perro.
Representacion esquemética de la frecuencia (panel izquierdo) y distribucion (panel
derecho) de células estromales de médula 6sea (BMSC) en el parénquima, areas
trabeculares, vasculares y ubicacién perimegacariocitica.
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Anexos

Anexo 1. Consentimiento verbal humanos

%’

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
Coordinacién de Investigacion en Salud
Comision Nacional de Investigacion Cientifica
Comision de Etica

Ejemplo de guién para solicitar consentimieato verbal para particzpar en el estudio
de mvestigacsdn tmlado: | Estudio comparativoe del nicho hematopoyético
reticular de la médula dsen murina ¥ humana,

Buenos dias (tardes). au nombaee es y quiero hacerle una
invitacion para participar en i proyecto de investugacidon que se estd llevando a
cabo en ¢l laboratario de nicho y microambisnte en 1a unidad de mvestigaciin
medica en enfenmmedades oncologicas de nuestra institucion. El objetivo de este
proyecto es conecer si la edad y el tipo de hueso influyen en la produccidn de las
células de la sangre. Las células de la sangre son producidas deatro de sus huesos
(méadnla Gsea), ahi se desarollan en nn ambiente especial, ¢l cual estamos
interesados en saber 51 s¢ ve afectado con la edad, o con ¢l tpo de hueso, Al igual
que a usted. se estan mvitando a 30 personas mas a participar,

Si nsted acepia. su participacion consistied ea donar los fragmentos de cabeza de
fémur ¢ rodilla que le son retirados durante su cirugia y reslizarle un
| ;

SU DA IRac 00 no U IISSE0 MU0, VA (Us €5 0 IS 1)
procedimiento adicional a su cirugia ¥ se protegerd la confidencialidad de 1a
muesta y usied no sexd contactado por los investizgadores. Requesimos de su
ANI0EIZAC0N para ue uaa parte de sumnestna sea enviada al Laboratorio del Dr.
Joln Dick en Canada, para realizar experimentos que no pueden ser realizados en
NUESTA STHNCION Por wo coatar con 1a infrassiruciurn pecesana,

Es importante que sepa que usted no obtendra beneficios directos por su
pasticipacion en el estudio. pero es posible gae 1os resultados de esta investigacion
conribuyan para conocer sobre la forna en que son producedas 1as células de ta
SOngre.

La participacson en este estudio es voluntasia, si usted acepia participar, toda la
informacion que se obtenga de su perscna serd confidencial. y solamente serd
utilizada para los fines de la investigacion.
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Anexo 2

Consentimiento verbal perros

Coordinacion de investigacion en salud
Comision Nacional de Investigacion Cientifica

I m Comision de ética

Solicitud de consentimiento verbal

[ q INSTITUTO MEXICANC DEL SEGURQO SOCIAL

Buenos dias (tardes), mi nombre es Asela Berenice Meza Ledn y quiero hacerle
una invitacidn para que el pemo gue estd bajo su tutoria participe en un proyecto
de investigacion que se estd llevando a cabo en el laboratorio de nicho y
microambiente en la unidad de investigacion meédica en enfermedades
oncologicas de esta institucion. El objetivo de este proyecto es conocer si la edad,
y la especie influyen en la produccion de las células de la sangre. Las células de
la sangre son producidas dentro de los huesos (médula dsea), ahi se desamollan
en un ambiente especial el cual estamos interesados en evaluar en esta especie.
Al igual gue usted se esta invitande a 30 tutores mas a participar.

Si usted acepta, la paricipacion consistird en donar los fragmentos de caheza de
fémur gue se le retiraran a su perro durante |a cirugia ¢ obtener una muestra de
médula 6sea durante la cirugia.

La paricipacion de su perro no implica rigsgo alguno ya que este estudio NO
requiere ningin procedimiento  adicional a la cirugia v se protegerd la
confidencialidad de la muestra.

También es importante que sepa que usted o su perro no obtendran beneficios
directos por su participacion en el estudio, pero es posible gue los resultados de
esta investigacion contribuyan para conocer sobre la forma en que son reguladas
las células de la sangre en esta especie.

La participacidn es voluntaria, si usted acepta la participacion de su perro, toda la

informacién gue se obtenga sera confidencial y sclamente sera utilizada para los
fines de la investigacion.
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