POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Facultad de Medicina

“ESTUDIO DE LAS CELULAS TRONCALES
MESENQUIMALES EN PACIENTES CON LEUCEMIA
GRANULOCITICA CRONICA TRATADOS CON

IMATINIB”

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMETAL)

PRESENTA

LIBB. Laura Gomez Ceja

Directora de Tesis: Dra. Eugenia Flores Figueroa

México, D.F. Marzo, 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UN/M COORDINACION

Ciencias Biologicas

Dr. Isidro Avila Martinez
Director General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en Ia reunién ordinaria del Comité Académico del Posgrado
en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 19 de enero de 2009, se aprobd el siguiente jurado
para el examen de grado de MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOLOGIA
EXPERIMENTAL) de la alumna GOMEZ CEJA LAURA con numero de cuenta 300736205 con
la tesis titulada “ESTUDIO DE LAS CE_LULAS TRONCALES MESENQUIMALES EN
PACIENTES CON LEUCEMIA GRANULOCITICA CRONICA TRATADOS CON IMATINIB”,
realizada bajo la direccion de la DRA. EUGENIA FLORES FIGUEROA:

Presidente: DRA. LETICIA ROCHA ZAVALETA

Vocal: DR. IVAN VELASCO VELAZQUEZ
Secretario: DRA. EUGENIA FLORES FIGUEROA
Suplente: DR. JESUS CHIMAL MONROY
Suplente: DR. EDELMIRO SANTIAGO OSORIO

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

Atentamente
‘POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cd. Universitaria, D.F., a 6 de marzo de 2009

Coordinador del Programa

Edif. de Posgrado P. B. (Costado Sur de la Torre Il de Humanidades) Ciudad Universitaria C.P. 04510 México, D.F.
} Tel. 5623-0173 Fax: 5623-0172 http://pcbiol.posgrado.unam.mx



Agradecimientos

Al Posgrado en Ciencias Biolégicas por todo el apoyo recibido durante

estos dos afnos.

Al apoyo recibido por parte del CONACYT para la realizacion de este

trabajo.

A todos los miembros del Comité Tutoral por su tiempo y esfuerzo en la

asesoria brindada para la realizacién del estudio.

A todos los integrantes del Laboratorio de Hematopoyesis y Células
Troncales de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Oncoldgicas del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Muchas gracias por su
amistad, apoyo y aprendizajes obtenidos durante la realizacion de este

trabajo.



- A mi mama, la persona a la que mas quiero y a quien le debo todo lo que

soy y todo lo que he logrado hasta ahora.

- A mi papa, mi fan nimero uno... por siempre.

- A mi hermano, comparfiero de toda mi vida desde siempre y hasta siempre.
Alguien a quien admiro profundamente y me inspira para poner mi mejor
esfuerzo para conseguir lo que quiero.

- A Pablo, a quien amo y ha estado conmigo en las buenas y en las malas.

- A mitia Salo y mi tio Manuel quienes apoyaron mi carrera académica y me

alentaron en el camino con su carifo.

- A mifamilia, por estar siempre a mi lado.

"No existen conocimientos mas elevados o mas bajos, sino un conocimiento Unico

gue emana de la experimentacion."”

Leonardo Da Vinci
(1452-1519)



INDICE

LiSta A€ ADIEVIATUIAS. ...uueiiiiiiiee e e e e e 1
RESUIMEBIN ... et e et e et e e e et e e e e e e e e e eenas 3
Y o151 4 = Lo PP TTPPPPPPP 5
[ 1 L oY [0 o ox Lo o H P PPPPPRTPPPPPPPRPR 7
I o [ g oY (0] 010V ST I T PP 7
1.1 Componente hemMatOPOYELICO. .....uuviiiiiiieeee et e e e e e e 7
1.2 COMPONENLE VASCUIAT.........coeieieeeeieiiee et e e e e e e e e e e e 10
1.3 Componente MesenqUIMAL............uuuuuiiiiiiii e 12
2. Microambiente hematoOPOYELICO. ........ccceiiiiiiiiiiee e 14
2.1 Distribucion del microambiente hematopoyetiCo............eveveeeeeeeeeeiiieiiieeeeiiinns 18
2.1.1 Z0N8 €NUOSTEAL......eviiiiiiiiiiiiiie e 20
2.1.1.1 OStEODIASIOS. .....ceevieiiiiiiiieie e 20
2.1.1.2 OStEOCIASIOS. ....uvvviiiiiiiiieiiiiiiie e 22
2.0.2 Z0NA MEAIA......ciiieeeeeeeitiiiiea s ea e e e e e e e e e e et e eeat s aaaaaaeeeeeaaaeeeeeeensnnes 23
P00 B R |V - T ] =T [0 1 3 23
2.1.2.2 Fibroblastos estromales y células troncales mesenquimales... 25
2.1.2.3 AAIPOCITOS.....ccceeeeeeeeeeeee e a e e e 28
2.1.3 Z0NA PEIVASCUIAT........coeiieeeeeiieieee e e e e e e e e e 30
2.1.3.1 Células endoteliales..........uuueeeeiiiiiiiiiiiieeeeee e 30
2.2 Homeostasis 6sea, el microambiente y la hematopoyesis.............cccvvvveeeeee. 31
3. Leucemia granuloCitiCa CrONICA. ..........ooiuuiiiiiii it 32
3.1 Caracteristicas clinicas y hematolO0giCas.............uueeviiiiiiieeeeeeiieeeeeeeiiiviiiinnnens 33
3.2 Biologia de la leucemia granulocitica Cronica.............cccccceeeiieeiieeeeeeeeeeeeeee, 34
3.2.1 El cromosoma Filadelfia............ooooiiiiiiiiiiiii e 34
3.2.2 Adhesidn e interaccion con proteinas del citoesqueleto...................... 36
3.2.3 Activacion de vias de sefializacion mitogénicas.............ccceeeevvvvvvnnnee. 37
3.2.4 InhibiciOn de la apPOPLOSIS....ccoiieeeeeeeeiieeeeeeeir e e e e 37

3.3 Tratamientos utilizados en el manejo de leucemia granulocitica crénica.... 38

A, IMALIND. ..o e a e 39
4.1 Mecanismo de accion y efectos biol0giCOS.............eeeeeiiiiiiiiiiieeiiiiiiieeeeee 39
4.2 Inhibicién de otras cinasas y su uso clinico en otros padecimientos........... 41



TN g ) (=Y of =10 1<) 0] (=1 TP 43

1. Factores de modifican el microambiente hematopoyetico............ccccceevvuvvnenenn. 43
1.1 MOIECUIAS SOIUDIES.......cooii s 43
1.2 Enfermedades hematolOgiCas............cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 46
1.3 Agentes fiSICOS O QUIMICOS. .....ccoiiieeeieiieeeeeeeise e e e e e e ee s 47

2. Efectos del Imatinib en el microambiente hematopoyéticos y las CTM............ 49

[ll. Planteamiento del Problema.........cccuuiviiiiiiiiiie e 52

RV o 110 T0 ] (=] USROS 52

V. ODJELIVO GENETAL.. ..o 53

VI. Objetivos PartiCUIAreS........coovieeiieiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e 53

RV | Y/ =Y (Yo [0 Vo Yo - VPO 55

1. Obtencidn de las muestras biolOQICaS. ........uuuurririiiiiiiiiiiiiie e 55

2. Obtencion de células troncales mesenquimales............ccccoviiiiiiiieeeiiiiiiieeeeenns 55

3. Cultivo de células troncales mesenquimales..........cccceeeveriiieeeeieeveeeeeeinn 56

4. Evaluacién del fenétipo de células troncales mesenquimales..............ccccceennnn. 57

5. Estudio de la capacidad de diferenciaCion..........cccccooeeeeeiiiiiiiiiiiiiicccceeeee e 58
5.1 Diferenciacion CONArOgENICA. ........cuurreiiie et e et 58

5.1.1 Tincidn citoquimica con azul alciano............cccceevvvvviiiiiiiiiiee e, 58
5.2 DiferenciacCion adipOgENICa..........uuuiiiiiiiieeieeeeeeeeeeese e e e e e e e eeeeeeaaeaanens 59
5.3 DiferenciaCion OStEOQENICA. ... ..uuutiiiiiieeeeeeeeieieieieiiiter e e e e eeaeaea e e e e s e aaannnes 59

5.3.1 Tincién citoquimica de VON KOSSa........cccoiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiee e 60

6. Analisis de la presencia del rearreglo BCR-ABL..........ccccoeiiiiiiieeeiieieeeeeeeiiiiiinns 60

7. Ensayo de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F)............. 62

8. ENsayos de ProliferaCion............oooooiiiiiiiiiiiiiiiiciiieeeee e 62

9. Determinacion de la expresién de moléculas de adhesion..............cccccvvvvneeeee, 62



10. Cuantificacion del potencial de diferenciacion.............cccccevevieeiieeeiiieiveeeeeiiinn, 63

10.1 Osteogénesis: Analisis de la expresion de osteocalcina................cc.eee..... 63
10.2 Adipogénesis: Cuantificacion con rojo 0l€0S0............eeeeiiiieeeeeeeeeeeeeeiiiiinns 64
10.2.1 Tincion citoquimica CoN rojO OlE0SO.........uuuueiiiieeeeeee e e eeeee e 65
IX. ReSUltadoS Y DISCUSION.....ccciiiiiiieiiii ittt 66
1. MUESHIas DIOIOQICAS. .......coeeieiiiei i 66
2. Obtencion de una poblacion de CTM de MON, LGC-V y LGC-IM................... 67
3. Caracterizacion de las CTM de MON, LGC-V y LGC-IM........cuvvvveeviiiiiiieeannnnn. 68
3.1 ANAIISIS MOIfOIOQICO. ... ..eveeeieeeiiiiiiie et e e 70
3.2 Determinacion del feNOLIPO.........couviveiiiiii e 72
3.3 Evaluacién del potencial de diferenciacion de las CTM.........cccceeeeeeieeeeeennn. 76
4. Determinacion de la presencia del BCR-ABL en las CTM de LGC................... 79
5. Andlisis de la frecuencia de CTM en médula ésea de pacientes con LGC...... 81
6. Analisis de la proliferacion de CTM de MON, LGC-V y LGC-IM..........cccceeennn... 86
7. Determinacion de la expresion de moléculas de adhesion en las CTM............. 89
8. Cuantificacion del potencial de diferenciacion osteogeénico y adipogénico....... 94
8.1 Expresién de osteocalcina en las CTM bajo induccién osteogénica............ 94
8.2 Capacidad de diferenciacion adipogénica de las CTM..........cccceeeeeeeeeieneeeee, 98
9. Anadlisis de la respuesta de las CTM a la estimulacion con PDGF................... 101
IX. DISCUSION GENEIAL....uiiiiiiiiiiiiiieee ettt 106
X CONCIUSTONES ..ottt e e e e e e e eeas 110
XL P OIS PECTIVAS ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeeanaree 110

XU BiDIOGIafia. . .eeeee i 112



LISTA DE ABREVIATURAS
Los términos que se abrevian por sus siglas en inglés son antecedidos por |I.

AdipoR1 y 2 .- Receptor uno y dos para adiponectina

AGM.- Aorta-gonada-mesonefros

ALBP.- |. Transportador lipidico especifico de adipocitos
Ang-1.- Angiopoyetina uno

AraC.- Arabindsido de citosina

ATP.- |. Trifosfato de adenosina

bFGF.- |. Factor basico de crecimiento de fibroblastos
BMP-2.- |. Proteina morfogenética de hueso dos

BMPR-1a .- |. Receptor tipo uno a de la proteina morfogenética de hueso
BSP.- |. Sialoproteina de hueso

C/EBP.- |. Proteina alfa de unién a CCAAT/potenciador
CFU-F.- |. Unidades formadoras de colonias de fibroblastos
CMN.- Células mononucleares

CPE.- Células progenitoras endoteliales

CPH.- Células progenitoras hematopoyéticas

CSF.- |. Factores estimulante de colonias

CTH.- Células troncales hematopoyéticas

Cy5.5.- I. Cianina

CTM.- Células troncales mesenquimales

EGF.- |. Factor de crecimiento epidermal

EGF.- |. Factor de crecimiento epidermal

EPO.- Eritropoyetina

FA.- Fosfatasa alcalina

FITC.- |. Isotiocianato de fluoresceina

G-CSF.- I. Factor estimulante de colonias de granulocitos
GDP.- |. Bifosfato de guanosina

GIST.- |. Tumores estromales gastrointestinales

GM-CSF.- |. Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
GTP.- |. Trifosfato de guanosina

ICAM.- |. Molécula de adhesién intercelular

IFN-a.- Interferdn alfa

IFN-B.- Interferon beta

IFN-y.- Interferbn gamma

IL.- Interleucina

LFA.- |. Antigeno asociado a funcion de linfocitos

LGC.- Leucemia granulocitica cronica

LGC-IM.- Leucemia granulocitica crénica tratada con Imatinib
LGC-V.- Leucemia granulocitica crénica virgen o sin tratamiento
LIF.- . Factor inhibidor de la leucemia

LNGFR-a.- |. Receptor del factor de crecimiento nervioso de baja afinidad alfa
LPS.- Lipopolisacarido

LTC-IC.- |. Células iniciadoras de cultivos a largo plazo
LT-B4.- |. Linfotoxina beta cuatro



M-CSF.- |. Factor estimulante de colonias de macréfagos
MH.- Microambiente hematopoyético

MIP-1a.- |. Proteina inflamatoria de macréfagos uno alfa
MIP-2.- |. Proteina inflamatoria de macréfagos dos

MON.- Médula 6sea normal

OCN.- Osteocalcina

OPN.- Osteopontina

OSX.- Osterix

PDGEF.- |. Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDGF-R.- |. Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
PE.- |. Ficoeritrina

PECAM.- |. Molécula de adhesion de plaquetas-endotelio
Ph.- |. Cromosoma filadelfia

PPAR-y.- |. Receptor activador gamma del proliferador de peroxisomas
RANKL.- I. Ligando de unién al receptor activado de NFkB
RAR-y.- |. Receptor gamma del acido retindico

Rb.- Proteina del retinoblastoma

SCF.- |. Factor de células troncales

SDF.- |. Factor derivado del estroma

SRC.- |. Células repobladoras de ratones inmunodeficientes
SSEA-1.- |. Antigeno embrionario etapa especifico uno
TGF-B.- I. Factor de crecimiento transformante beta
TNF-a.- |. Factor de necrosis tumoral alfa

TNF-B.- |. Factor de necrosis tumoral beta

TPO.- Trombopoyetina

VCAM-1.- |. Molécula de adhesion celular vascular uno
VEGEF.- |. Factor de crecimiento del endotelio vascular
VWE.- |. Factor von Willebrand



RESUMEN

La leucemia granulocitica crénica (LGC) es una enfermedad clonal que se
caracteriza por una proliferacion excesiva de células mieloides, debido a la
presencia del cromosoma Filadelfia (Ph) y su producto proteico BCR-ABL. Esta
proteina tiene actividad de cinasa de tirosina y es capaz de promover las
alteraciones celulares que llevan al desarrollo del fenotipo leucémico. Por esta
razon, una de las opciones terapéuticas con mayor eficacia en el manejo de esta
enfermedad es el Imatinib, el cual funciona como un inhibidor de la actividad de

esta proteina.

A pesar de haber sido creado como un inhibidor especifico, recientemente,
se ha reportado que los pacientes tratados con Imatinib durante largos periodos
de tiempo, presentan alteraciones en el metabolismo mineral y un incremento en
la masa Osea. Esto se explica en parte, a que el Imatinib tiene efectos en las

células troncales mesenquimales (CTM) de médula 6sea.

Las CTM dan origen a las células formadoras del hueso (osteoblastos), a
fibroblastos estromales, adipocitos y condrocitos. Diversos estudios in vitro han
demostrado que el Imatinib tiene un efecto en la proliferacion de las CTM y es
capaz de incrementar su diferenciacion hacia osteoblastos, aumentando asi la
deposicion de matriz 6sea. Este efecto se lleva a cabo a través de la inhibicion
directa del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R). Se
ha demostrado que el Imatinib tiene efectos sobre las CTM in vitro. Sin embargo,
hasta el momento no se conoce si el tratamiento con este farmaco es capaz de
alterar y sensibilizar a las CTM in vivo, y si estos efectos son reversibles y por lo

tanto las CTM serian normales una vez que son extraidas del paciente.

Por esta razén, en el presente trabajo, nos propusimos analizar la frecuencia,
inmunofenotipo, expresion de moléculas de adhesién, capacidad de proliferacion y
diferenciacién de las CTM de pacientes con LGC tratados con Imatinib. Para esto,
obtuvimos CTM de individuos sanos (meédula 6sea normal, MON), LGC sin
tratamiento (virgen de tratamiento, LGC-V) y tratados con Imatinib (LGC-IM). Para

comenzar nuestro estudio, corroboramos que las CTM de los tres grupos de



estudio presentaban una morfologia fibroblastoide, eran CD45CD14 CD31"
CD90'CD105°CD73" y eran capaces de diferenciarse a los distintos linajes
celulares, lo que nos indicaba que estabamos trabajando con CTM. Tampoco
observamos la presencia del rearreglo BCR-ABL, lo cual demuestra que los
cultivos no se encontraban contaminados con macréfagos pertenecientes al linaje
hematopoyético y positivos para este rearreglo. De forma interesante,
encontramos que las muestras de médula 6sea de LGC-IM presentaron una
disminucién en la frecuencia de CTM al compararlas con MON. Sin embargo,
observamos que estas células, tanto de LGC-V como LGC-IM, proliferaron de
forma similar a las de MON y que presentaban un patrén de expresion de
moléculas de adhesion que concuerda con lo observado en su contraparte normal.
Por ultimo, cuantificamos la capacidad de diferenciacion osteogénica y
adipogénica in vitro. Para la osteogénesis, analizamos la expresién de
osteocalcina como marcador de osteoblastos y observamos que las muestras de
LGC-V y LGC-IM son capaces de diferenciarse a osteoblastos de forma similar a
la MON. En cuanto a la adipogénesis, no encontramos diferencias en la formacion

de adipocitos en los cultivos de CTM de los tres grupos de estudio.

Con este trabajo podemos concluir que las CTM de pacientes con LGC
tratados con Imatinib presentan un fenotipo, capacidad de proliferacion, expresion
de moléculas de adhesién y capacidad de diferenciacion normales una vez que se
encuentran en cultivo. Esto nos sugiere que el efecto que tiene el Imatinib en las
CTM de los pacientes es reversible, y que a pesar de encontrar una frecuencia
menor de CTM en la médula ésea de pacientes con LGC tratados con Imatinib,
estas tienen la capacidad de expandirse in vitro. Lo anterior es relevante ya que
las CTM de estos pacientes tienen el potencial de ser utilizadas en transplantes de
médula ésea y en terapia celular. Es necesario realizar mas estudios que analicen
la capacidad de estas células para soportar la hematopoyesis, de

inmunosupresion y de diferenciacion a otros linajes.



ABSTRACT

Chronic granulocytic leukemia (CGL) is a clonal disorder characterized by an
increased proliferation of myeloid cells caused by the presence of the Philadelphia
chromosome and its proteic product BCR-ABL. This protein is a tyrosine kinase
which has the ability to alter cellular functions and trigger the leukemic phenotype.
For this reason, Imatinib, a drug that functions as a kinase inhibitor of BCR-ABL, is
one of the current therapeutic options with higher efficacy for the management of

this disease.

In spite of having been designed as an specific inhibitor for this protein,
recent data demonstrate that long term treatment of CGL patients with Imatinib
results in an altered mineral metabolism and an increase in bone mass. This could
be explained by the fact that Imatinib is able to affect bone marrow mesenchymal
stem cells (MSC).

MSC can differentiate into bone-forming cells (osteoblasts), stromal
fibroblasts, adipcytes and chondrocytes. Many in vitro studies have reported that
Imatinib inhibits MSC proliferation and enhances differentiation toward ostoblastic
lineage by increasing bone matrix deposition. This effect is mediated by direct

inhibition of the platelet-derived growth factor receptor (PDGF-R).

Imatinib has effects on MSC in vitro. However, it is unknown if this drug alters
MSC in vivo or if these effects are reversible and MSC would be normal once

obtained form the patient and cultured in vitro.

In order to elucidate this, we analyzed the frequency, immunophenotype,
adhesion molecules expression, proliferation and differentiation of MSC from
healthy donors (normal bone marrow, NBM) and CGL patients untreated and
treated with (GCL-IM) (GCL-IM) Imatinib. First, we corroborated that MSC derived
from the three study groups had the main characteristics of MSC: a fibroblastic
morphology, a CD45CD14'CD31°CD90"CD105*CD73" immunophenotype and the
ability to diferentiate into mesenchymal lineages. We also confirmed the absence
of BCR-ABL in these cells. Interestingly, we found that MSC frequency in bone

marrow samples derived from CGL was decreased in comparison to their normal



counterparts in regard of the treatment. However, MSC proliferation and the
expression of adhesion molecules was not altered in any of the groups. Finally, we
performed a quantitative analysis of the osteogenic and adipogenic differentiation
potential of these cells in vitro. We did not find differences in the ability of MSC to

produce osteoblasts and adipocytes in culture between the experimental groups.

We concluded that in spite of the decreased frequency of MSC from CGL
patients with and without Imatinib treatment, when they are in culture, they had a
similar immunopenotype, proliferative capacity, adhesion molecules expression,
and differentiation potential. This suggest that the effect of Imatinib in MSC from
these patients is reversible, and although the frequency is altered during the
treatment administered in vivo, MSC can recover when expanded in vitro. This
observation has many implications, in the one hand MSC from CGL and CGL-IM
could be used in bone marrow transplantation and, in the other hand, they could be
used in cellular therapy. However, it still has to be elucidated whether these cells

can generate other cell linages and can support hematopoiesis in vitro.



I. INTRODUCCION
1. Hematopoyesis

En el mamifero adulto, la médula 6sea es el sitio principal donde ocurre la
hematopoyesis, proceso en el cual se generan todas las células sanguineas. La
sangre contiene una gran variedad de tipos celulares, cada uno de los cuales
cumple con una funcién especifica e indispensable para la vida de un organismo.
Los eritrocitos o glébulos rojos transportan oxigeno a través del cuerpo; las
plaquetas participan en el proceso de coagulacién sanguinea; las células blancas
tanto linfoides (linfocitos) como mieloides (monocitos y granulocitos) forman parte
del sistema inmune y protegen al individuo de agentes extranos e infecciosos o de
células propias que sufrieron una transformacion maligna. La regulacién de estos
procesos es sumamente compleja, ya que debe mantener la homeostasis del
organismo Yy responder ante los cambios fisiolodgicos que se presentan a lo largo
de la vida (Abboud y Litchman, 2001).

Para que la hematopoyesis se lleve a cabo se requiere de la interaccion de
tres componentes celulares presentes en la médula dsea: el componente
hematopoyético, formado por las células troncales hematopoyéticas y su progenie;
el componente vascular generado a partir de los angioblastos o células
progenitoras endoteliales; y por ultimo, el componente mesenquimal que surge a

partir de las células troncales mesenquimales (Esquema 1).

1.1 Componente hematopoyético

Dentro de la médula 6sea, el componente hematopoyético ha sido el mas
estudiado. Se sabe que éste se encuentra jerarquizado y dividido en varios
compartimentos. El primero de ellos es el de las células troncales
hematopoyéticas (CTH), las cuales, a pesar de no poder ser distinguidas por su
morfologia, pueden definirse mediante tres caracteristicas: la autorrenovacion, la
multipotencialidad y la capacidad de regenerar el tejido hematopoyético. La

autorrenovacién es el proceso por el cual las CTH pueden producir células
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idénticas a ellas mismas; la multipotencialidad se refiere a la capacidad que tienen
de diferenciarse a varios tipos celulares dando lugar al linaje linfoide, mieloide y
eritroide; y por ultimo, las CTH pueden reconstituir la hematopoyesis en un

organismo donde el sistema fue previamente depletado (Mayani et al, 2007).

La frecuencia de CTH en la médula 6sea es baja, alrededor del 0.01% del
total de células. Sin embargo, a pesar de ser tan escasas son capaces de generar
una gran cantidad de células maduras gracias a su elevado potencial de
proliferacion. A partir de una sola CTH se pueden producir 10" células maduras in
vivo y 35x10° in vitro (Metcalf, 2001).

Para identificar y analizar a las CTH se han disenado sistemas de estudio

tanto in vitro como in vivo para evaluar las tres caracteristicas antes mencionadas.

Dentro de los sistemas in vitro, el mas utilizado es el de células iniciadoras de
cultivo a largo plazo (LTC-IC). Mediante este ensayo es posible detectar CTH
evaluando su capacidad de generar colonias en medio semisdlido después de
cinco semanas de cultivo en medio liquido (Sutherland et al, 1990). El sistema in
vivo por excelencia es aquel que permite identificar células repobladoras de
ratones inmunodeficientes (SRC). Este método consiste en evaluar la capacidad
de repoblacibn de las CTH humanas al ser transplantadas en ratones
inmunodeficientes después de haber sido irradiados, para eliminar su sistema
hematopoyético. Después de un lapso de tiempo se evalua la reconstitucion de la
médula 6sea con células humanas de los tres linajes, lo cual corrobora que las
células infundidas son CTH (Ebihara et al, 2002).

Ademas de los ensayos funcionales, las CTH pueden ser identificadas y
aisladas por su inmunofenotipo utilizando citometria de flujo y técnicas de
seleccién positiva y negativa. Por un lado, las CTH al ser células inmaduras no
expresan antigenos de linaje, entre los que se encuentran marcadores de células
eritroides, linfocitos, células NK, plaquetas, monocitos y granulocitos. Esto ha
permitido su enriquecimiento mediante técnicas de seleccion negativa (Flores-
Figueroa et al, 2005). Por otro lado, el antigeno CD34 ha sido identificado como

marcador de CTH y progenitoras (Bonnet, 2002), por lo que se utiliza para



aislarlas mediante citometria de flujo o seleccion positiva. El antigeno CD34 es
expresado en 1 al 4% de las células nucleadas de médula ésea. Para eliminar a
los progenitores hematopoyéticos de esta poblacion se utiliza el marcador CD38,
ya que se ha visto que éste no se encuentra o que su expresion es muy baja en
las CTH (McKenzie et al, 2007).

Conforme las CTH avanzan en el proceso de maduracion, dan origen al
segundo compartimiento dentro de la jerarquia hematopoyética, formado por
células progenitoras hematopoyéticas (CPH). Esta es una poblacion celular muy
heterogénea que constituye el 0.3% del total de las células presentes en la médula
0sea (Engelhardt et al, 2002). Fenotipicamente, las CPH adquieren la expresion
de los antigenos CD38, CD45RA, y CD71, y mantienen la expresion del antigeno
CD34. Funcionalmente, estas células son capaces de formar colonias
hematopoyéticas en cultivos semisodlidos, y su potencial proliferativo es variable,

pudiendo ser alto, intermedio o bajo (Mayani et al, 2007).

Las CPH a su vez, dan lugar al tercer compartimiento, que incluye a los
precursores hematopoyeéticos que ya son reconocibles por su morfologia. A
diferencia de los otros compartimentos, el potencial de proliferacion de estas
células es mas limitado y se encuentran ya comprometidas a un linaje especifico,

ya sea eritroide, mieloide, megacariocitico o linfoide (Mayani, 2007).

Finalmente, los precursores maduran dando lugar a las células sanguineas
circulantes que conforman el cuarto y ultimo compartimiento. Estas células son
eritrocitos, granulocitos, monocitos, linfocitos y plaquetas capaces de realizar

funciones bioldgicas especificas en el organismo (Mayani, 2007).

1.2 Componente vascular

El componente vascular esta integrado por las células endoteliales y sus
progenitores, denominados angioblastos o células progenitoras endoteliales
(CPE). Estas células se encuentran tanto en médula ésea como en sangre
periférica y se ha logrado su aislamiento y caracterizacion (Asahara et al, 2004). El

procedimiento de obtencién de las CPE incluye su capacidad de adhesion al

10



plastico o el uso de seleccion positiva utilizando anticuerpos contra marcadores
como AC133, CD34 o CD31. Después de aislarlas, las células son expandidas en
platos de cultivo cubiertos con fibronectina y se utiliza un medio con factores de
crecimiento especificos, como el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) y el factor de
crecimiento epidermal (EGF), que facilitan el crecimiento de células endoteliales.
Estas CPE son capaces de diferenciarse a células de linaje endotelial in vitro y, en
modelos animales de isquemia, estas células se incorporan a sitios activos de

neovascularizacion (Asahara et al, 2004).

Mientras que las CPE derivadas de médula 6sea representan células mas
inmaduras y son AC133"CD34"VEGFR-2"VE-cadherina®, las CPE obtenidas de
sangre periférica son AC133" y empiezan a diferenciarse gradualmente a células
endoteliales maduras (Hristov y Weber, 2004). Se sabe que las CPE de sangre
periférica son movilizadas de la médula ésea como una respuesta enddégena a la
isquemia tisular para posteriormente incorporase a focos neovasculares y
promover la reparacién del tejido dafiado. De hecho, el factor estimulante de
colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) que es capaz de inducir la
movilizacion de CTH de médula ésea hacia la circulacién, tiene el mismo efecto en
las CPE. Ademas de esta citocina, el VEGF, el factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), la angiopoyetina-1 (Ang-1) y el factor derivado del estroma
(SDF) también contribuyen a la movilizacion de estas células (Asahara et al,
2004).

El componente vascular y el componente hematopoyético se encuentran
estrechamente relacionados durante la ontogenia. De hecho, las CTH y las CPE
comparten algunos determinantes antigénicos como Flk-1, Tie-2, c-Kit, CD133 y
CD34 (Asahara et al, 2005). Esto sugiere que las células endoteliales y
hematopoyéticas surgen a partir de un progenitor comun durante el desarrollo
embrionario, el cual ha sido denominado hemangioblasto. Sin embargo, este

progenitor comun no ha sido identificado en el mamifero adulto (Yin y Li, 2006).
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1.3 Componente mesenquimal

Ademas de las CTH, la médula 6sea alberga otro tipo de células troncales
denominadas células troncales mesenquimales (CTM). Estas células, al igual que
las CTH, tienen caracteristicas de troncalidad como la autorenovacion y la

multipotencialidad, asi como un alto potencial proliferativo.

Las CTM fueron identificadas inicialmente por el grupo de Friedenstein, como
células adherentes no fagociticas derivadas de médula 6ésea capaces de producir
colonias in vitro y de generar tejido conectivo al ser transplantadas en ratones
(Friedenstein et al, 1968). Estas células fueron llamadas unidades formadoras de
colonias de fibroblastos (CFU-F) (Friedenstein et al, 1974) en analogia con las
unidades formadoras de colonias hematopoyéticas, ya que en esta época todavia

no se acufaba el nombre de célula troncal mesenquimal.

Morfolégicamente, las CTM presentan una forma espigada a manera de huso
con un nucleo central alargado que contiene dos o tres nucleolos (Flores-Figueroa
et al, 2005) y algunos grupos reportan que los cultivos no son homogéneos. De
hecho, se ha enfatizado la existencia de dos tipos de células: uno denominado tipo
| que se caracteriza por células pequenas y fusiformes y otro, llamado tipo Il que
engloba células mas grandes, aplanadas y que proliferan mas lentamente (Mets y
Verdonk, 1981).

Hasta la fecha, el ensayo de CFU-F es el mas utilizado para evaluar la
frecuencia de CTM en la médula désea y consiste en sembrar células
mononucleares en densidades muy bajas y cultivarlas durante 14 dias para
observar la formacién de colonias de fibroblastos. En este ensayo cada colonia

representa una CTM, lo que permite estimar su frecuencia.

La mayoria de los métodos hasta ahora utilizados en la obtencion de CTM a
partir de médula ésea se basan en el uso de un gradiente de densidad (Ficoll o
Percoll), la adherencia de las células al plastico y el uso de bajas concentraciones
de suero y glucosa para eliminar a las células hematopoyéticas (Friedenstein et al,
1974, 1976; Haynesworth, 1992).
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Los cultivos basados sélo en la adherencia celular tienen la desventaja de
carecer de pureza, ya que en la primeras resiembras también se encuentran
células endoteliales y macrofagos que contaminan el cultivo (Flores-Figueroa et al,
2005). Por esta razén, se ha intentado utilizar métodos de seleccion y purificacion
mas rigurosos que permitan aislar una poblacién mas homogénea. Para esto, han
surgido técnicas de seleccién positiva utilizando anticuerpos como Stro-1
(Simmons y Torok-Storb, 1991) y el antigeno embrionario etapa especifico (SSEA-
4) (Gang et al, 2007). Sin embargo, estos anticuerpos no se encuentran en todas
las CTM y ademas estan presentes en otros tipos celulares, lo cual ha limitado su

eficiencia.

Por otro lado, algunos grupos han utilizado métodos de seleccion negativa en
los cuales se busca eliminar células con marcadores especificos de membrana ya
conocidos, como macréfagos, linfocitos, células endoteliales y megacariocitos. De
esta manera, se eliminan las células que podrian contaminar el cultivo, se evita
dejar fuera a la poblacién deseada y se favorece la obtencién de cultivos mas

homogéneos (Flores-Figueroa et al, 2005).

Debido a la heterogeneidad en los métodos de obtencién y caracterizaciéon
antes mencionada; en el 2006, la Sociedad Internacional de Terapia Celular,
establecio los criterios minimos necesarios para definir a las CTM. Se propusieron
tres criterios: adherencia al plastico; que al menos 97% de la poblacion sea
positiva para CD105, CD90 y CD73, mientras que menos del 2% sea positiva para
CD457CD347CD14 o CD11b7CD79 o CD19/HLA-DR; y por ultimo que sean
capaces de diferenciarse in vitro a al menos tres linajes: osteoblastos, condrocitos

y adipocitos (Dominici et al, 2006).

Como se menciond con anterioridad, las CTM tienen la capacidad de
diferenciarse a varios tipos celulares. Desde los primeros estudios se vio que
estas células pueden dar origen a fibroblastos y osteoblastos (Friedenstein et al,
1968, 1970) y posteriormente, se observdé que también son capaces de producir
condrocitos y tejido conjuntivo (Owen et al, 1988), asi como células adiposas o

adipocitos. Ademas, se encontré que la capacidad de diferenciacion depende del
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microambiente y que no todas la CFU-F tienen el mismo potencial de

diferenciacién (Pittenger et al, 1999).

La diferenciacion de las CTM ha sido cada vez mas estudiada gracias al
potencial que tienen para ser utilizadas en terapia celular y a la necesidad de
estandarizar las condiciones de cultivo para generar los diferentes linajes in vitro.
Entre los factores osteogénicos mas utilizados se encuentran la dexametasona, el
B-glicerofosfato y el acido ascérbico; mientras que las moléculas necesarias para
la adipogénesis son la dexametasona en combinacion con isobutil-metilxantina e
indometacina; y finalmente, se ha logrado obtener diferenciacion hacia cartilago
utilizando cultivos de alta densidad en forma de pastilla en presencia del factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) (Dennis y Charbord, 2002).

Ademas de esta multipotencialidad, algunos estudios sugieren que las CTM
tienen plasticidad, es decir pueden diferenciarse a otros tipos celulares de distinto
origen embrionario ya sea endodérmico o ectodérmico. Las CTM pueden producir
células musculares y células endoteliales in vitro (Caplan et al, 1995; Oswald et
al, 2004). También se ha encontrado que las CTM pueden originar ceélulas
neuronales in vitro e in vivo produciendo astrocitos, oligodendroglia y neuronas
(Sanchez-Ramos et al, 2000; Zhao et al, 2002).

Finalmente, la capacidad de diferenciacién de las CTM permite que éstas
contribuyan de manera importante a la regulacion de la hematopoyesis porque dan
origen a osteoblastos, adipocitos y fibroblastos estromales. Estas células son
componentes fundamentales dentro de la médula 6sea ya que forman un
microambiente adecuado dentro del cual interacttian con las células
hematopoyéticas y regulan sus procesos de proliferacion, diferenciacion vy

maduracion.

2. Microambiente hematopoyeético

Debido a las altas exigencias de la hematopoyesis, este proceso toma lugar
en 6rganos especificos en el humano, denominados érganos hematopoyéticos.

Existen diferentes 6rganos hematopoyéticos durante el desarrollo embrionario del
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organismo, éstos varian dependiendo de la etapa del mismo, y tienen propiedades
distintas. Las primeras CTH aparecen en el saco vitelino y, casi simultaneamente
se pueden detectar en la region aorta-gonada-mesonefros (AGM) del embrion.
Estos dos sitios son capaces de generar CTH de novo. Sin embargo, mientras que
el saco vitelino sélo promueve la expansion de estas células y la generacion de
eritrocitos primitivos, la region AGM puede producir progenitores multilinaje pero
no soporta su diferenciacion. Por esta razon, las CTH deben migrar al higado y al
bazo fetal, donde existe una actividad hematopoyética elevada antes del
nacimiento. En estos 6rganos ya se lleva a cabo la diferenciacién mieloeritroide,
sin embargo, en cuanto a células linfoides, sélo se pueden generar aquellas
pertenecientes al linaje B (McGrath y Palis, 2005). Ya en las ultimas etapas del
desarrollo fetal y durante la etapa postnatal, mas del 90% de la actividad
hematopoyética se lleva a cabo en la médula 6sea, en la cavidad de los huesos
largos y planos del cuerpo y es so6lo aqui donde ocurre la hematopoyesis definitiva
y la diferenciacion a los tres linajes sanguineos: eritroide, mieloide y linfoide,

incluyendo el linaje T (Morrison et al, 1995).

Todos los procesos descritos se pueden dar gracias a que los diferentes
organos cuentan con un microambiente adecuado para los requerimientos
especificos de cada etapa y a este microambiente se le ha denominado
microambiente hematopoyético (MH). Este se define como una red de diferentes
tipos celulares y sus productos los cuales, en conjunto, ayudan a la regulacion de

la hematopoyesis de diferentes maneras (Esquema 2).

Las células que forman parte del MH se les denomina genéricamente como
células estromales o estroma, que constituyen una poblacion celular capaz de
mantener y regular el proceso de hematopoyesis. El estroma tiene un origen
heterogéneo y lo conforman distintos tipos celulares, que incluyen a los tres
componentes de la médula 6sea: macréfagos y osteoclastos (componente
hematopoyético); adipocitos, osteoblastos y fibroblastos estromales (componente

mesenquimal); y células endoteliales (componente vascular).
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Las células estromales producen y secretan diversas moléculas que permiten la
regulacion de la hematopoyesis, dentro de las cuales se encuentran algunas

citocinas, quimiocinas y moléculas de matriz extracelular y adhesion celular.

Las citocinas son glicoproteinas solubles que se unen a receptores
transmembranales en sus células blanco e inducen la activacion de diferentes vias
de transduccion. Dependiendo del tipo de citocina y el tipo de célula en el que
actua se pueden promover diferentes respuestas celulares como sobrevivencia,
proliferacion, diferenciacion, compromiso, maduracion, activaciéon funcional e
incluso la muerte celular. Algunos ejemplos de citocinas importantes para la
hematopoyesis son algunas interleucinas (IL) como IL-1, IL-3, IL-6, IL-11; factores
estimulantes de colonias (CSF), eritropoyetina (EPO), trombopoyetina (TPO), el
factor inhibidor de la leucemia (LIF), entre otras (Charbord, 2001; Metcalf, 2008).

Por otro lado, las células del MH también producen quimiocinas, que son
polipéptidos de 70 a 100 aminoacidos de largo y que contienen cuatro residuos de
cisteina. Son llamadas asi porque son citocinas quimiotacticas. Originalmente,
eran consideradas como mediadores inducibles de la inflamacion, pero tiempo
después, se encontré que los receptores de algunas quimiocinas se expresan
constitutivamente en leucocitos y que estan involucradas en el trafico de células

hematopoyéticas tanto maduras como CTH y CPH (Campbell y Butcher, 2000).

Ademas, las células del MH son las responsables de la produccion y
deposicion de matriz extracelular formando una red compleja compuesta
principalmente por fibronectina, laminina, colagena, hemonectina, trombospondina
y proteoglicanos. Estas moléculas, ademas de servir de sostén para las células
residentes en la médula ésea, también juegan un papel importante en la
sefalizacion. Esto se debe a que algunas interactuan con sus receptores
presentes en las células hematopoyéticas y activan vias de transduccion de
senales. Asi mismo, pueden unir algunas citocinas o factores de crecimiento,
favoreciendo su interaccidn con sus respectivos receptores o permitiendo que ésta

sea de mayor duracion (Konopleva y Andreeff, 2007).
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Finalmente, tanto las células del MH como las células hematopoyéticas son
capaces de expresar diferentes tipos de moléculas o receptores de adhesion, las
cuales les permiten establecer interacciones intercelulares y con la matriz
extracelular. Ademas de ayudar a la retencion de CTH y CPH, la activacion de
estas proteinas juega un papel muy importante en la regulacién de hematopoyesis
ya que este tipo de interacciones pueden servir como sefales de proliferaciéon y/o
sobrevida. De acuerdo a su estructura y funcion, las moléculas de adhesion
pueden clasificarse en varios tipos, como integrinas, cadherinas, selectinas,
proteinas tipo mucina, y miembros de la familia de inmunoglobulinas. En particular,
las integrinas 1 y B2 establecen interacciones entre las células y componentes
de la matriz extracelular como fibronectina, colagena, laminina y trombospondina o
con moléculas membranales como la molécula de adhesién celular vascular
(VCAM-1) y la molécula de adhesion intercelular (ICAM). Todas estas proteinas
involucradas en la adhesion se expresan tanto en las células del MH como en las
hematopoyéticas, o que resulta en una interaccion y regulacion estrecha entre

estas (Prosper y Verfaillie, 2001).

2.1 Distribucion del microambiente hematopoyético

El MH se ha dividido espacial y funcionalmente en tres principales zonas: la
zona endosteal, una zona media y la zona perivascular (Esquema 3). Esta
disposicion facilita que exista una compartamentalizacion de factores ambientales
e interacciones celulares especificas para los diferentes linajes, separando
anatémicamente los procesos de diferenciacion, maduracion y migracion de las

distintas células hematopoyéticas (Dazzi et al, 2006).

Primero, tenemos la zona endosteal, la cual se encuentra conformada
principalmente por osteoblastos y, en menor proporcion, por osteoclastos. La zona
media ocupa la mayor parte de la cavidad ésea y esta constituida por macréfagos,
fibroblastos estromales, CTM vy adipocitos. Finalmente, tenemos la zona
perivascular que comprende los sitios cercanos a los sinusoides sanguineos cuyo

principal componente celular es el endotelio vascular (Dazzi et al, 2006).
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2.1.1 Zona endosteal

La zona endosteal se encuentra en la cara interna del hueso y esta
recubierta por osteoblastos capaces de sintetizar matriz mineralizada para la
formacion o6sea. El endosteo también se caracteriza por la presencia de
osteoclastos encargados de la reabsorcion 6sea. Ambas poblaciones celulares
juegan un papel muy importante tanto en la remodelaciéon del hueso como en la

regulacion de las CTH.

Esta zona ha llamado la atencién ya que se ha observado que es en esta
region donde residen las CTH, por lo que se le ha denominado “nicho
hematopoyético”. Dicho término se refiere a una zona especifica dentro del
microambiente medular encargada de proveer las condiciones necesarias para el
mantenimiento de las CTH. El nicho esta conformado por células especializadas y
estructuras extracelulares que regulan la autorenovacion y diferenciacién de éstas
células primitivas. Por su localizacion, se ha denominado a esta zona como nicho
endosteal (Haylock et al, 2007).

2.1.1.1 Osteoblastos

La principal funcién de los osteoblastos es la formacion de hueso mediante la
sintesis de matriz extracelular mineralizada, generando asi la estructura de
soporte del organismo. Sin embargo, desde hace tiempo se ha visto que las CTH y
la hematopoyesis se encuentran en relacion estrecha con el hueso. Haylock y
colaboradores observaron que en un modelo murino, las CTH en mayor
proximidad al endosteo del hueso tienen casi dos veces mas potencial
proliferativo, asi como mayor capacidad de llegar a la médula 6sea después de ser
infundidas y de reconstituir la hematopoyesis a largo plazo en ensayos de

transplante (Haylock et al, 2007).

Los osteoblastos producen una gran variedad de citocinas que influyen en la
hematopoyesis como el G-CSF, factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF), GM-CSF, IL-1 e IL-6, asi como LIF, el factor de necrosis tumoral (TNF) a y
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B, VEGF, y TGF-B. La produccion de algunas de estas citocinas es basal, y puede
ser regulada positivamente por IL-1, TNFa y lipopolisacarido (LPS; Taichman y
Emerson, 1998).

Ademas, los osteoblastos tienen la capacidad de mantener la proliferacién de
células CD34" en sistemas de cocultivo y estimular preferencialmente a los
progenitores de colonias de granulocitos, gracias a la secrecion de grandes
cantidades de G-CSF (Taichman y Emerson, 1994).

Estudios recientes han mostrado como los osteoblastos presentes en el
endosteo participan en el mantenimiento de las CTH al expresar factores
importantes para la autorrenovacion y la quiescencia de las células, lo cual les
permite conformar el nicho endosteal. Se ha observado que los osteoblastos
expresan en su superficie N-cadherina y de esta forma establecen interacciones
homotipicas con las CTH y mantienen su quiescencia. También expresan el
ligando de Notch, Jagged-1, y la proteina Ang-1 y a través de estas moléculas, los
osteoblastos regulan la activacion y quiescencia de las CTH presentes en el nicho
(Calvi et al, 2003; Zhang et al 2003; Arai et al, 2004).

Otro grupo de moléculas producidas por los osteoblastos y que son capaces
de generar senales de sobrevida e inducir un estado quiescente en las CTH son
la osteopontina (OPN), la fibronectinay VCAM-1 (Schiozawa et al, 2008).

En particular, se ha observado que la OPN es uno de los reguladores
negativos del nicho hematopoyético. Esta molécula es una glicoproteina de matriz
extracelular y algunos de sus ligandos como CD44, la integrina a-4 y la integrina
B-1 se expresan en las CTH. En ausencia de OPN hay un aumento en el numero
de CTH, el cual es acompafiado por un aumento en la expresion de Jagged-1 'y
Ang-1 en estas células y por una disminucién en la apoptosis de las mismas (Stier
et al, 2005). En cambio, la OPN de forma exdgena, suprime la proliferacion de
células hematopoyéticas primitivas in vitro (Nilsson et al, 2005). Estos resultados
sugieren un papel importante de la OPN en la regulacién del numero de CTH en

forma negativa.
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Por ultimo, aunque lo mas estudiado hasta el momento es como los
osteoblastos regulan la hematopoyesis y el nicho de las CTH, recientemente, se
observé que las CTH pueden influir en la formacion del nicho. El grupo de
Taichman observd que al co-cultivar células estromales de médula 6sea con
células troncales hematopoyéticas obtenidas de ratones que estuvieron bajo algun
estrés hematopoyético (sangrado agudo o administracion de 5-fluoro-uracilo), el
numero de progenitores 0Oseos capaces de producir matriz mineralizada
aumentaba (Jung et al, 2008). Esto sugiere que las CTH pueden influir en el MH al

regular la induccion de células estromales hacia osteoblastos.

Con estas evidencias, se puede decir que existe una interaccion reciproca
entre las células hematopoyéticas y los osteoblastos del endosteo para mantener

la homeostasis del sistema y servir como nicho para las CTH.

2.1.1.2 Osteoclastos

El osteoclasto es una célula de origen hematopoyético que se produce a
partir de un progenitor macréfago/monocitico. Posteriormente, se diferencian a
osteoclastos mononucleares que se adhieren fuertemente al hueso y se fusionan
para formar osteoclastos multinucleares. Estos finalmente se organizan en
estructuras especializadas encargadas de la reabsorcion o6sea, es decir la
degradacion y digestidon de matriz mineralizada promoviendo la remodelacion del
hueso. Los osteoclastos expresan la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP) y
el receptor de calcitonina, moléculas que han sido utilizadas para su identificacion
(Miyamoto y Suda, 2003). Hasta hace poco, se creia que a diferencia de los
osteoblastos, los osteoclastos no estaban involucrados en la regulacion de la
hematopoyesis y las CTH. Sin embargo, Kollet y colaboradores (2006),
encontraron que podrian tener un papel en la movilizacion de las CTH de la
meédula 6sea hacia la circulacion. En este trabajo, se observd que la movilizaciéon
inducida por estrés (sangrado o administracion de LPS) esta acompafada de un
aumento en el numero de osteoclastos. Ademas, la presencia del ligando de unién

al receptor activado de NFkB (RANKL), molécula indispensable en la generacion
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de osteoclastos, promueve la salida de CTH al torrente sanguineo y la reabsorcion
O0sea (Kollet et al, 2006). De manera interesante, RANKL es producido por los
osteoblastos por lo que se considera una molécula clave en la interaccion entre
osteoblastos y osteoclastos para la regulacion del metabolismo 6seo y ahora

también, de las CTH al tener la capacidad de alterar su nicho.

2.1.2 Zona media

La zona media ocupa la mayor proporcion de la cavidad ésea y abarca el
espacio entre los sinusoides sanguineos y el endosteo. El estroma en esta zona
esta conformado principalmente por macrofagos, fibroblastos estromales, CTM y
adipocitos. Ademas, aqui se encuentra la mayoria de células hematopoyéticas en

diferentes estadios de diferenciacion (Mayani et al, 1992).

2.1.2.1 Macrofagos

Los macréfagos son el segundo tipo celular mas abundante en el estroma
medular y, junto con los osteoclastos, forma parte de la poblacion estromal
derivada del componente hematopoyético de la médula ésea, por lo que son
CD45" (Charbord, 2001). In vitro, los macréfagos pueden ser mas del 40% de las
células totales en cultivos a largo plazo, lo cual se mantiene a través de pasajes
seriales, y si esta proporcion es incrementada experimentalmente, se ve asociado
a una disminucion en el numero de progenitores hematopoyéticos (Awaya et al,
2002).

Los macréfagos se encuentran topograficamente distribuidos y clasificados
en tres tipos. Por un lado, tenemos a los macréfagos centrales que forman parte
de las islas eritroblasticas y estan muy involucrados en la regulacion de la
produccion de células rojas (Mayani et al, 1992). Se ha observado que cuando se
induce un estado hipdxico, en el cual se genera un incremento en los eritrocitos,
también se observa un incremento en los macrofagos centrales, o que sugiere

que son de vital importancia en la regulacion de este tipo celular. Por otro lado,
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también se pueden observar macrofagos asociados a los sinusoides medulares,
cuyas extensiones citoplasmaticas penetran las uniones endoteliales para
fagocitar y eliminar eritrocitos senescentes o defectuosos presentes en la
circulacién. Por ultimo, también hay macréfagos distribuidos de forma dispersa en
la médula 6sea entre las células hematopoyéticas en desarrollo (Mayani et al,
1992).

Hay algunos trabajos que resaltan la capacidad que tienen los macréfagos
para secretar citocinas que intervienen en la regulacién de la hematopoyesis. Se
ha reportado que los macréfagos son capaces de producir citocinas inhibitorias de
la hematopoyesis como TGF-B, TNF-q, interferén-y (IFN-y), la proteina
inflamatoria de macréfagos 2 (MIP-2) y linfotoxina B4 (LT-B4) y que medio
condicionado de cultivos de macréfagos disminuye significativamente el numero
de colonias de granulocitos y monocitos en cultivos en metil-celulosa (Cheng et al,
2003). Los macrofagos también pueden inhibir al linaje megacariocitico a través de
la produccién del péptido Nap-2, que es la forma corta de la quimiocina CXCL7. La
secrecion de este péptido se ve incrementada cuando los macrofagos son

cocultivados con células estromales in vitro (Pillai et al, 2006).

A pesar de que la mayoria de la regulacidon hematopoyética que se le
atribuye a los macréfagos es inhibitoria, también se ha observado que pueden
contribuir a la hematopoyesis de forma positiva cuando son activados por
diferentes estimulos. Se sabe que los macrofagos juegan un papel primordial en la
respuesta inmune y que una de las formas principales e importantes de activaciéon
de éstos es un proceso infeccioso. Una infeccidon induce cambios en la
hematopoyesis para poder montar una respuesta inmunolégica efectiva y se ha
observado que los macrofagos podrian estar involucrados en la promocion de
estos cambios. Cotterell et al, en el 2000, reportaron que la infeccién parasitaria
con Leishmania donovani afecta la fisiologia de los macréfagos. In vivo, L.
donovani tiene como blanco a los macrofagos estromales y se ha visto que esta
infeccidbn aumenta su capacidad para soportar la mielopoyesis in vitro, a través de
la induccion de GM-CSF y TNF-a (Cotterell et al, 2000). En presencia de la
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quimiocina CCL18, producida por monocitos y eosindfilos, los macrofagos
incrementan los niveles de IL-6, IL-15 y SCF en el medio y éstas a su vez
intervienen directamente con el aumento en la formacion de colonias en cultivos a
largo plazo (Wimmer et al, 2006). También se ha demostrado que los macréfagos
expresan Jagged-1 y que esta expresion aumenta en respuesta a citocinas como
M-CSF, GM-CSF e IL-3. Esta observaciéon sugiere que los macréfagos pueden
regular la decisidn del destino celular en CTH mediante la activacion de Notch, lo

cual no habia sido considerado con anterioridad (Nomaguchi et al, 2001).

Finalmente, los macréfagos no solo influyen en las poblaciones
hematopoyéticas, sino que también interactian estrechamente con otros
componentes del estroma medular. Los macréfagos pueden producir el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y TGF-f, moléculas importantes para la
proliferacion de fibroblastos, los cuales forman parte del microambiente
hematopoyético (Shimokado et al, 1985; Rameshwar et al, 1994). De forma
reciproca, los fibroblastos también pueden provocar cambios en los macréfagos.
Se ha observado que los fibroblastos estromales al ser cocultivados con
macréfagos, pueden inducir en estos ultimos la secrecion de OPN, la cual forma
parte importante en el nicho de las células troncales hematopoyéticas. De forma
particular, se encontré6 que la OPN producida por los macréfagos disminuye la
expresion de Notch-1 en células CD34", la cual interviene en la autorenovacion de
estas células (lwata et al, 2004, Stier et al, 2005)

Por todos estos resultados, se puede decir que los macréfagos establecen
interacciones y redes de regulacion tanto con las células de linaje sanguineo,
como estromal de la médula ésea, lo que permite contender con las demandas del

organismo.

2.1.2.2 Fibroblastos estromales v células troncales mesenquimales

Una parte importante del microambiente hematopoyético esta constituido por
fibroblastos estromales. Estas células son CD45 y presentan marcadores de

musculo liso vascular como la actina alfa de musculo liso y la metavinculina,
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ademas de expresar fosfatasa alcalina (Charbord, 2001). Las células de linaje
fibroblastico y las CTM comparten muchos marcadores y caracteristicas lo cual ha
hecho que en algunas ocasiones sean considerados como el mismo tipo celular
(Bianco et al, 2008; Haniffa et al, 2009).

Los fibroblastos estromales pueden secretar una gran cantidad de moléculas
de matriz extracelular contribuyendo de manera importante al soporte, adhesién y
sefalizacion dentro de la médula O6sea. Entre éstas, tenemos a varias
glicoproteinas de matriz, fibronectina, laminina 1, y1 y B2, colagena I, lll y IV,
trombospondina |, tenascina y tropoelastina, y glicosaminoglicanos como el acido
hialurénico, condroitin sulfato 4 y 6, dermatan sulfato y heparan sulfato (Charbord,
2001).

Ademas, estas células sintetizan y secretan citocinas como IL-1, 6, 7, 8 y 11,
asi como M-CSF, G-CSF, GM-CSF, SCF e IFN-B. Sin embargo, los fibroblastos
también producen citocinas inhibitorias como MIP-1a, MIP-2, IFN-y y TNF-q,
aunque en menores cantidades que las citocinas estimulatorias (Cheng et al,
2003).

La capacidad que tienen los fibroblastos para sintetizar todas estas
moléculas, citocinas, quimiocinas y matriz extracelular, les permite contribuir a la
formacion de un microambiente adecuado para la proliferacién, diferenciacion y

sobrevida de las células hematopoyéticas.

En sistemas in vitro, se ha demostrado que los fibroblastos son capaces de
mantener la hematopoyesis. Capas purificadas de fibroblastos estromales
permiten el crecimiento de células CD34" y soportan tanto la mielopoyesis como la
linfopoyesis B (Moreau et al, 1993). También se ha encontrado que los fibroblastos
pueden mantener progenitores hematopoyéticos mas inmaduros CD34°CD38" y
promover su maduracidbn hacia monocitos, macréfagos, linfocitos B,
megacariocitos y eritroblastos (Li et al, 1997). Ademas, se ha reportado que
cuando se expone a las CTH CD34'CD38 a diferentes citocinas para inducir su
diferenciacion y se cocultivan con fibroblastos murinos se puede retardar la

pérdida de actividad de LTC-IC. Esto sugiere que los fibroblastos contribuyen al
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mantenimiento de células hematopoyéticas muy inmaduras (Bennaceur-Griscelli et
al, 2001).

En cuanto a las CTM, se ha observado que son capaces de responder ante
cambios en la médula oOsea y/o sefales producidas por las células
hematopoyéticas, 1o que permite una comunicacién reciproca para regular los
procesos de forma adecuada. Esto sucede gracias a que las CTM expresan
diferentes receptores de factores de crecimiento como los receptores de IL-1, IL-
3a, IL-4, IL-6, e IL-7; el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF-R), el receptor del factor de crecimiento nervioso de baja afinidad a
(LNGFR-a), el receptor de TGF-B1, los receptores | y Il de TNF, de IFN-y y de
transferrina (Pittenger et al, 1999). Ademas expresan diferentes moléculas de
adhesion, entre ellas ICAM 1y 2, VCAM-1, L-selectina, el antigeno asociado a
funcion de linfocitos (LFA) 3, la molécula de adhesion celular de leucocitos
activados (ALCAM), diferentes integrinas como la integrina a5, a4, 31 y aVB3, lo
cual les permite establecer contactos célula-célula o con la matriz extracelular
(Docheva et al, 2007; Dottschling et al, 2007). Ademas, las CTM secretan algunas
moléculas de matriz extracelular como hialuronato, colagena | y VI y fibronectina
(Pittenger et al, 1999; Minguell et al, 1999). Estas células también secretan
citocinas como SCF, FIt-3, GM-CSF, G-CSF, entre otras, que les permite
mantener la hematopoyesis en sistemas de co-cultivo (Dazzi et al, 2006; Wagner
et al, 2007)

Estas propiedades observadas in vitro han sido probadas en modelos in vivo.
Se ha demostrado que el transplante conjunto de células hematopoyéticas con
CTM, tanto alogénicas como autdlogas en un modelo de xenotransplante en oveja
fetal, resulta en un incremento en el injerto a largo plazo, asi como en un mayor
numero de células circulantes del donador durante la gestacion y después del

nacimiento (Almeida-Porada et al, 2000).

De forma interesante, se ha visto que las CTM ademas de mantener y
regular la hematopoyesis también son capaces de intervenir en otros procesos

como la regulacién inmunoldgica. Mcintosh y colaboradores encontraron que las
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CTM en cultivos mixtos de linfocitos suprimen la proliferacién de estos ultimos
(MclIntosh y Bartholomew, 2000). Esto ha sugerido el uso de CTM para tratar la
enfermedad de injerto contra hospedero, la cual es mediada principalmente por la
activacién de linfocitos del donador y el ataque de las células del hospedero
(Jones y McTaggart, 2008).

Con las evidencias anteriores vemos como tanto los fibroblastos como las
CTM comparten muchas caracteristicas, lo cual ha llevado a la controversia de su
identidad (Bianco et al, 2008). Ademas también se observa que estos tipos
celulares estan involucrados tanto en eventos tempranos de la hematopoyesis
como en etapas en las que las células ya son maduras y pueden regular su

funcionalidad.

2.1.2.3 Adipocitos

Los adipocitos constituyen el componente mas abundante del estroma
medular en el adulto, su papel en la hematopoyesis no ha sido determinado con
precision y se han propuesto algunas hipotesis al respecto. Al principio, se creia
que los adipocitos sélo tenian un papel pasivo al ocupar el espacio que ya no era
requerido para la hematopoyesis. Después, se propuso que los adipocitos
estromales participan en el metabolismo lipidico, almacenando los triglicéridos
circulantes (Gimble et al, 1996). También pueden funcionar como un reservorio de
energia localizada en caso de situaciones de emergencia que afectan la
hematopoyesis o la osteogénesis, como hemorragias o fracturas, respectivamente.
Finalmente, se empezo a explorar la posibilidad de que los adipocitos intervinieran
directamente en la regulacion de la hematopoyesis a través de la secrecion de

citocinas y otras moléculas (Gimble et al, 1996).

Se sabe que la cantidad de adipocitos presentes en la médula ésea cambia
con la edad y ante diferentes tipos de estrés. Por un lado, en modelos de
envejecimiento acelerado en ratdn, se ha visto que la osteogénesis disminuye, lo
que correlaciona con un aumento en la capacidad de mantener la mielopoyesis y

con un incremento en el numero de adipocitos. Algunas observaciones clinicas
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indican que este fendbmeno puede extrapolarse al humano. En bebés recién
nacidos, la médula contiene pocos adipocitos y se caracteriza por ser
eritropoyética (médula roja). Conforme avanza la edad, el numero y tamarno de los
adipocitos aumenta en forma lineal hasta que eventualmente, la grasa (médula
amarilla) ocupa el 50% de la cavidad medular (Gimble et al, 1996). También hay
condiciones patoldgicas o de estrés que pueden alterar la adipogénesis. En
animales anémicos o con fracturas éseas, se observa que la eritropoyesis
aumenta, mientras los adipocitos disminuyen. Sin embargo, poco se sabe acerca

de la regulacion de estos fendmenos (Gimble et al, 1996).

In vitro, se ha observado la presencia de adipocitos en cultivos a largo plazo
y se ha demostrado que los preadipocitos son capaces de mantener la

linfopoyesis y la granulopoyesis (Gimble et al, 1990; 1992).

En particular, los adipocitos secretan un grupo de moléculas que han sido
denominadas como adipocinas y algunas de ellas tienen diversos efectos en la
hematopoyesis como la adiponectina, las prostaglandinas y la leptina (Bennett et
al, 1996; Umemoto et al, 1997; Yocota et al, 2003; DiMascio et al, 2007).

Recientemente, se ha identificado a la adiponectina como una molécula
importante para las CTH. Por un lado, se demostré que los receptores para esta
molécula, AdipoR1 y AdipoR2, se expresan en CTH y a nivel funcional, la
adiponectina es capaz de aumentar la proliferacion de estas células y al mismo
tiempo retenerlas en un estado inmaduro manteniendo asi su capacidad de
repoblacion a largo plazo (DiMascio et al, 2007). Sin embargo, también se ha
reportado que la adiponectina puede tener efectos inhibitorios en células mas
comprometidas. La adicidn de adiponectina en cultivos a largo plazo inhibe la
linfopoyesis B mediante la induccidon de prostaglandinas en el microambiente, lo
que promueve la apoptosis de linfocitos. Al mismo tiempo, la adiponectina en

estos cultivos aumenta ligeramente la mielopoyesis (Yocota et al, 2003).

La leptina, por su parte, identificada inicialmente como un regulador
primordial del peso corporal y el balance energético, también se ha visto

involucrada en la regulacion hematopoyética. La leptina puede incrementar la
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proliferacion de progenitores multipotentes, ya que aumenta la mielopoyesis,
eritropoyesis y linfopoyesis al mismo tiempo (Bennett et al, 1996; Umemoto et al,
1997). Sin embargo, parece ser de mayor importancia para la linfopoyesis, ya que
en ratones donde el receptor esta truncado, la linfopoyesis se ve comprometida de

forma significativa (Bennett et al, 1996).

A pesar de que las funciones de los adipocitos en la médula ésea no eran tan
conocidas en el pasado, con el tiempo se han ido explorando con mayor detalle, lo

que ha permitido establecer su importancia en el microambiente medular.

2.1.3 Zona perivascular

En la médula ésea adulta, las células endoteliales forman parte de la zona
perivascular, en donde son un componente de los sinusoides medulares. Esta
region perivascular es indispensable ya que regula el trafico de células

hematopoyéticas, la megacariopoyesis y la eritropoyesis (Rafii, 2001)

2.1.3.1 Células endoteliales

La microvasculatura de la médula 6sea y capas de células endoteliales in
vitro, expresan el factor von Willebrand (vVWF), el antigeno CD34, la molécula de
adhesion de plaquetas-endotelio (PECAM), trombospondina,y E-selectina, asi
como bajos niveles de ICAM-1, VCAM-1y CD106.

Las células endoteliales regulan la hematopoyesis a través de varios
mecanismos que incluyen, la secrecién de citocinas como IL-6, IL-11, IL-5, TGF-§,
SCF, G-CSF, GM-CSF, M-CSF y LIF, asi como la secrecion de moléculas de la
matriz extracelular como la fibronectina (Rafii, 2001). Aunado a la secrecién de
citocinas, es necesario el contacto directo entre las células endoteliales de médula

osea y las células hematopoyéticas primitivas (Rafii et al, 1994).

Ademas, en esta zona se encuentran las células reticulares adventiciales que
estan localizadas alrededor de los sinusoides venosos envolviendo parcialmente al

endotelio. Esta interaccion tan estrecha con el endotelio les permite participar en la
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regulacion de la migracién de células hematopoyéticas maduras de la médula

Osea hacia la circulacion (Mayani et al, 1992)

Recientemente, las células endoteliales en la médula 6sea han llamado la
atencion de diversos grupos, ya que en ratdén, se han identificado como parte de
otro nicho, denominado nicho vascular, el cual tiene funciones distintas al nicho
endosteal. Mientras el nicho endosteal permite el mantenimiento de las CTH en
quiescencia y la regulacion de la autorenovacion, el nicho vascular promueve la
proliferacion y diferenciacion de las CTH (Kopp et al, 2005). Este modelo propone
que este nicho provee de un microambiente mas rico en nutrientes y con
concentraciones mayores de oxigeno y factores de crecimiento necesarios para
que las células maduren y sean finalmente liberadas a la circulacién. Sin embargo,

esta funcidén como nicho vascular no ha sido corroborada en humanos.

2.2 Homeostasis 0sea, el microambiente y la hematopoyesis

Como ya se menciond, la hematopoyesis se lleva a cabo en el interior de los
huesos largos y planos del cuerpo humano. Esto hace que el proceso
hematopoyético se encuentre bajo la influencia de cambios en la homeostasis

Osea.

En la literatura podemos encontrar diversos trabajos que han contribuido a
establecer la relacién entre los osteoblastos y las CTH. Calvi et al, en el 2003,
demostraron que la frecuencia de CTH aumenta en la médula 6sea cuando se
promueve la formacion de tejido 6seo mediante la activacion constitutiva o
sobreexpresion del receptor de la hormona paratiroidea en los osteoblastos, o
cuando la hormona es administrada a ratones irradiados. Esto sugiere que los
osteoblastos son capaces de regular la frecuencia de CTH en la médula 6sea.
Ademas, se observo que estos osteoblastos producen mayores niveles de IL-6,
SCF y SDF-1, lo cual puede contribuir al efecto observado. Sin embargo, también
observaron que se requiere de contacto celular para aumentar el numero de CTH,
por lo que participan factores no difusibles como el ligando de Notch (Jagged-1)

(Calvi et al, 2003). En ese mismo afo, otro trabajo mostré que la inactivacion
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condicional de receptor de la proteina morfogenética de hueso tipo 1 A (BMPR-1a)
promueve un aumento en el numero de osteoblastos N-cadherina®, y el porcentaje
de hueso trabecular y, esto correlaciona con una mayor frecuencia de CTH,
demostrando una vez mas, que el hueso puede regular el numero de CTH.
También se encontré que los osteblastos N-cadherina® estan en la superficie del
hueso trabecular y que colocalizan con CTH que también expresan esta proteina,
funcionando asi como parte del nicho (Zhang et al, 2003; Haylock et al, 2007).
Finalmente, la delecion de osteoblastos en roedores mediante la expresion
condicional de la cinasa de timidina del virus de herpes bajo el promotor de
colagena 1q, se ha correlacionado con alteraciones en la hematopoyesis asi como
en el numero de CTH (Viznjic et al, 2004).

Ademas de la importancia de los cambios en la homeostasis 6sea, también
se ha visto que otras alteraciones en el microambiente hematopoyético pueden
afectar la hematopoyesis. Por ejemplo, Walkley et al, han demostrado, en modelos
murinos, que cuando el microambiente medular carece de la expresion de la
proteina del retinoblastoma (Rb) o del receptor gamma del acido retindico (RAR-y)
se observa un incremento en la proliferacion de CTH y CPH acompafnado de una
movilizacion de las mismas hacia sitios extramedulares, produciendo asi un
fenotipo de mieloproliferacion (Walkley et al, 2007). En estos trabajos, se demostro
que estas proteinas son capaces de funcionar como reguladores extrinsecos de la
hematopoyesis, es decir, que son importantes en la regulacion de la misma a
través del microambiente hematopoyético. Esto sugiere que el estroma puede
contribuir a cambios en la hematopoyesis, influyendo asi, en la promocién o

progresion de enfermedades mieloproliferativas.

3. Leucemia granulocitica crénica

La leucemia granulocitica cronica (LGC) se define como una enfermedad
clonal, que se origina en las CTH y que se caracteriza por un incremento en la
proliferacion de células hematopoyéticas de linaje mieloide (Jorgensen y
Holyoake, 2001).
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La incidencia de la LGC en el mundo es de aproximadamente de 1 a 2 casos
por cada 100,000 individuos, siendo diagnosticados entre 3500 y 5000 nuevos
casos por afio en Estados Unidos, lo que provoca que este padecimiento ocupe
del 15 al 20% de todas las leucemias presentes en adultos (Deininger y Druker,
2003). En lo referente a la Republica Mexicana, se ha calculado que existen
alrededor de 80,000 casos de leucemia, de los cuales el 10% corresponde a LGC
(Gongora-Bianchi et al, 2005).

En la gran mayoria de los pacientes, no se ha identificado un agente
etioldgico, sin embargo se ha vinculado con la exposicion a radiacién ionizante. El
tipo de leucemia mas comun después de una exposicion de este tipo es la
leucemia mieloide aguda, pero la LGC también se ha relacionado con este factor,
sobretodo en estudios posteriores a las explosiones de la bomba atdmica en
Japon en 1945 (Kufe et al, 2003)

3.1 Caracteristicas clinicas y hematolégicas

La edad promedio de diagnostico de la enfermedad es 50 anos y el pico
maximo de incidencia se encuentra en la siguiente década. No existe
predisposicion genética, ni geografica para este padecimiento y tampoco se ha
relacionado con el género. Los sintomas tipicos de la LGC incluyen fatiga, anemia,

esplenomegalia progresiva y leucocitosis.

Clinicamente, la LGC se desarrolla en tres fases. La primera es una fase
cronica donde hay una gran expansién de las células mieloides, las cuales
mantienen su capacidad de diferenciacion y sus funciones no estan alteradas.
Durante este periodo, la mayoria de los pacientes son asintomaticos. Esta fase
progresa a una fase acelerada después de unos afios y en esta etapa hay mayor
numero de células hematopoyéticas inmaduras en sangre periférica, los sintomas
aumentan y disminuye la respuesta a la terapia. Finalmente, aunque la duracion
de la fase acelerada es muy variable, la enfermedad progresa a una crisis blastica

donde las células inmaduras predominan. En esta fase la sobrevida de los

33



pacientes se reduce a meses e incluso semanas (Epstein, 1999; Lee, 2000; Kufe
et al, 2003).

3.2 Biologia de la leucemia granulocitica cronica

3.2.1 El cromosoma Filadelfia (Ph)

La leucemia granuolocitica cronica es el unico padecimiento hematologico
directamente asociado a la presencia de una anormalidad cromosdémica, el
cromosoma Ph, el cual se encuentra en el 95% de los pacientes. El 5% restante
presentan aberraciones cromosomicas que no pueden ser detectadas por analisis
citogenéticos rutinarios, o tienen alteraciones complejas que involucran la

participacion de mas de dos cromosomas (Cross y Reiter, 2002).

Desde el punto de vista molecular, el cromosoma Ph es un cromosoma 22
acortado, que resulta de la translocacion reciproca entre los brazos largos de los
cromosomas 9 y 22 [t(9;22)] (Esquema 4A). Esto permite la fusion entre
segmentos 3’ del gen ABL (ubicado en el cromosoma 9q34) y segmentos 5’ del
gen BCR (ubicado en el cromosoma 22q11), produciendo un gen BCR-ABL que,
finalmente, genera una proteina quimérica BCR-ABL con funciones aberrantes
(Epstein, 1999).

El gen ABL normal humano, es el homologo al oncogen v-abl presente en el
virus de la leucemia murina de Abelson, y codifica a una proteina citosoélica con
actividad de cinasa de tirosina. Las funciones celulares de ABL han sido asociadas
con apoptosis en respuesta a radiacion ionizante y a inductores de dafio al ADN.
Esto lo hace a través de la activacion de sefales proapoptéticas inducidas por p73
(una proteina analoga a p53), lo cual ha permitido ubicar a ABL como una
molécula reguladora del ciclo celular en respuesta a dafio y estrés genotdxico
(Wang, 2000).

Por su parte, el gen BCR codifica a una proteina ubicua de 160 kDa que
posee un dominio amino terminal con actividad de cinasa de serina y treonina.

El sustrato identificado hasta el momento es la proteina Bap 1, un miembro de la
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familia de proteinas reguladoras del ciclo celular 14-3-3 (Reuther et al, 1994).
Ademas, el dominio central de BCR contiene una region que regula el intercambio
de trifosfato de guanosina (GTP) por bifosfato de guanosina (GDP), sirviendo asi,
como GTPasa para Rac (proteina perteneciente a la superfamilia Ras, que regula
la polimerizacion de actina). Sin embargo, aunque BCR parece estar involucrado
en la transduccion de senales, su papel biolégico especifico no ha sido
determinado, aunque su participacion en leucemias Ph* es clara (Diekmann et al,
1991; Deininger y Druker, 2003).

La proteina ABL silvestre se localiza principalmente en el nucleo, la
membrana plasmatica y el citoesqueleto, a diferencia de la proteina BCR-ABL la
cual se encuentra mayoritariamente soluble en el citoplasma (Wetzler et al, 1993).
Esta relocalizacion le permite tener acceso a otros sustratos y crear nuevas
interacciones. Ademas, BCR-ABL tiene una actividad constitutiva de cinasa de
tirosina que resulta de la delecion del dominio SH3 de ABL, y tiene como
consecuencia la autofosforilacion en el residuo de tirosina 177 (Y177) (Pendergast
et al, 1993). La expresion ectopica de BCR-ABL resulta en una independencia a
factores de crecimiento y en la transformacion leucémica de lineas celulares
hematopoyéticas. Aunado a esto, la expresion transgénica de BCR-ABL induce
leucemia o enfermedades mieloproliferativas, indicando un papel directo y causal
de esta proteina en la LGC (Dash et al, 2002), ya que es capaz de activar
numerosas vias de sefalizacion que inducen al fenotipo leucémico. En términos
funcionales, BCR-ABL modula potencialmente procesos de adhesién aberrantes,
cambios en la sefializacion intracelular, inhibicion de la apoptosis e incremento en

la proliferacién de células de linaje mieloide.

3.2.2 Adhesion e interaccidon con proteinas del citoesqueleto.

Uno de los mecanismos de regulacion de la proliferacion y diferenciaciéon de
las CTH es la adhesion al estroma medular, el cual, a través de moléculas de
membrana y otras sefiales mantienen a las células quiescentes y controlan la

proliferacion.
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En la LGC se detectan anormalidades en la expresion de selectinas e
integrinas, y se ha confirmado que células progenitoras Ph* se unen con menor
afinidad al estroma al compararlas con su contraparte normal. También se ha
demostrado que las células de LGC presentan una variante de integrina-1 que no
se encuentra en células normales (Marley y Gordon, 2005). Ademas de lo anterior,
se sabe que BCR-ABL es capaz de inducir plegamiento (ruffling) en la membrana,
aumentando con ello la movilidad celular, lo que favorece la mayor liberacion de

células indiferenciadas a la circulacion sanguinea (Jorgensen y Holyoake, 2001).

3.2.3 Activacion de vias de senalizacion mitogénicas

El numero de vias que puede activar BCR-ABL es extenso ya que sus
dominios pueden interactuar con diferentes proteinas adaptadoras involucradas en
multiples cascadas de sefializacién. Por ejemplo, BCR-ABL puede interactuar con
Grb2, Shc, Crkl y Cbl mediando la activacion de la via de Ras, de PI3K y MAPK.
Esta activacion resulta en un incremento en la proliferacion y sobrevida celular
(Marley y Gordon, 2005).

3.2.4 Inhibicién de la apoptosis

Se ha demostrado que la expresiéon de BCR-ABL modula la apoptosis de
manera negativa y que al ser transfectada en lineas celulares hematopoyéticas les
confiere la habilidad para resistir a estimulos apoptéticos como la deprivacién de

nutrientes, radiacion y agentes citotéxicos (Marley y Gordon, 2005).

Las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-x estan incrementadas a través de
la activacidon de Ras mediada por BCR-ABL. Ademas, la activacién de la via
PI3K/AKT mencionada anteriormente lleva a la sobreregulacién de NF-kB, que a
su vez promueve también el aumento de Bcl-x. Otro elemento involucrado en la
inhibicion de la apoptosis es la expresion aberrante de Fas/FasL observada en

células primarias de LGC (Marley y Gordon, 2005). Todos estos mecanismos
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convergen en la resistencia a la apoptosis contribuyendo al aumento en las

cuentas mieloides observado en la LGC.

3.3 Tratamientos utilizados en el manejo de la LGC

A lo largo de la historia, han existido y se han desarrollado diferentes
opciones terapéuticas para el manejo de la LGC. Entre ellas, tenemos al busulfan,
la hidroxiurea, el arabinésido de citosina (AraC), el IFN-a y el transplante de

médula 6sea.

A pesar de que la hidroxiurea y AraC han mostrado ser mejores que el
busulfan en la prognosis a largo plazo, estos farmacos citotéoxicos no inducen
remision citogenética y no previenen la progresion a la fase aguda vy crisis blastica
de la enfermedad. Sin embargo, debido al bajo costo y relativamente pocos
efectos secundarios, la hidroxiurea aun se utiliza para controlar la LGC en fase

cronica, sobretodo en pacientes de edad avanzada (Ohno, 2006).

Por otro lado, el IFN-a es capaz de producir una respuesta hematoldgica en
el 80% de los pacientes y una remision citogenética en el 26% de los mismos, si
es empleado durante la fase cronica de la enfermedad. Sin embargo, el IFN-a
tiene efectos secundarios como hepatotoxicidad y depresion mental. Ademas, esta
terapia es incapaz de inducir una respuesta molecular completa en la mayoria de
los casos y aun en pacientes con respuesta citogenética. Por esto, el IFN-a esta
indicado para pacientes en fase cronica que no son candidatos a transplante de

médula ésea debido a la edad o a la falta de donador compatible (Ohno, 2006).

Hasta el momento, el Unico tratamiento capaz de erradicar la enfermedad, es
el transplante alogénico de células hematopoyéticas. La sobrevida libre de
enfermedad es del 50 al 80% en la mayoria de los estudios. Sin embargo, el
transplante esta limitado a los pacientes que tienen un donador compatible y que
estan en las condiciones Optimas para ser sometidos al procedimiento, que incluye
quimioterapia de dosis altas y radioterapia de cuerpo completo. Alrededor del 60%
y el 70% de los pacientes transplantados sobreviven mas de 7 afos, pero la curva

de sobrevida declina gradualmente hasta llegar al 50% en 20 afios (Ohno et al,
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2006). Esto se debe a que las complicaciones pueden ser muy severas, como el
desarrollo de enfermedad de injerto contra hospedero, la cual puede llevar a la

muerte del paciente (Deininger y Druker, 2003).

Estas consideraciones han llevado a estudiar otras opciones de tratamiento y
se ha intentado generar farmacos mas especificos y con menos dafios colaterales.
Estos farmacos inhiben a la proteina BCR-ABL, cuya actividad lleva al desarrollo

de la leucemia, por lo que su inhibicion resulta en el control de la enfermedad.

Entre estas moléculas, la primera en surgir fue el STI571 (ahora IMATINIB;
Gleevec®, Novartis Pharmaceuticals), el cual es una molécula pequeia, que

funciona como un inhibidor de cinasa de tirosina.

Finalmente, otras moléculas de este mismo tipo desarrolladas mas
recientemente, son el Nilotinib (Novartis Pharmaceuticals) y el Dasatinib (Bristol-
Myers-Squibb), los cuales funcionan de forma similar y estan indicados en

aquellos pacientes que desarrollaron alguna resistencia al Imatinib.

4. Imatinib
4.1 Mecanismo de accion y efectos biolégicos

El Imatinib es una 2-fenil amino pirimidina que funciona como un inhibidor
competitivo del trifosfato de adenosina (ATP), es decir compite con éste por el
sitio de union presente en BCR-ABL. Esto impide que el grupo fosfato del ATP
sea transferido a los sustratos de la cinasa, lo que a su vez bloquea la

sefalizacion rio abajo y por lo tanto la funcién de BCR-ABL (Esquema 4B).

Estudios in vitro han mostrado que esta molécula es capaz de inhibir el
crecimiento de lineas celulares que expresan BCR-ABL (Druker et al, 1996).
Ademas, Gambacorti-Passerini et al, en el 2001, demostraron que el Imatinib
puede inhibir la proliferacion de células mononucleares de LGC, obtenidas tanto
en fase cronica como en crisis blastica. Asi mismo, es capaz de reducir el nUmero
de colonias provenientes de meédula 6sea y sangre periférica movilizada de

pacientes con LGC en fase crénica (Marley et al, 2000), asi como de inhibir la
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proliferacion y el ciclo celular de progenitores primitivos CD34"CD38 y células
comprometidas CD34"CD38" que expresan BCR-ABL (Holtz et al, 2002).

Los estudios clinicos de fase | fueron iniciados en Estados Unidos en 1998
en pacientes que habian sido resistentes a la terapia con IFN-a. Las primeras
evaluaciones clinicas mostraron que el 50% de los pacientes con LGC en fase
cronica se encontraban en remision hematoldgica y en todos los casos se
mostraba cierta respuesta citogenética. Aunado a ello, en pacientes con LGC en
crisis blastica, se detectdé una desaparicion del numero de blastos en circulacion y

en infiltrados extramedulares (Goldman, 2000; Sawyers, 2001).

En estudios en fase Il con STI571, se ha demostrado que al administrar
diariamente 400 mg/kg de peso en pacientes que habian sido refractarios o
intolerantes a IFN-a, se presenta una remision hematoldgica completa en el 95%
de los casos, encontrando respuesta citogenética completa en el 41% de ellos
(Clarkson et al, 2003).

Finalmente, los estudios de fase Ill se iniciaron en el 2000 en pacientes
recién diagnosticados con LGC. En estos estudios se comparo la respuesta al
tratamiento con Imatinib y con IFN-a mas Ara-C, y mostraron que el Imatinib es
considerablemente superior con respecto a las tasas de remision hematologica y
citogenética. Ademas, se observé una diferencia significativa en la progresion
hacia fase acelerada o crisis blastica después de 18 meses (Deininger y Druker,
2003).

Basado en todos estos resultados, en Diciembre de 2002, la Administracion
de Alimentos y Farmacos aprob¢ el uso del Imatinib como tratamiento de primera
linea en pacientes diagnosticados con LGC en Estados Unidos (Deininger y
Druker, 2003).

A pesar de su eficiencia en el manejo de la LGC, con el tiempo se ha visto
que el Imatinib no es capaz de eliminar por completo a las células leucémicas y
que una vez que se interrumpe el tratamiento, los pacientes recaen (Usuki et al,

2005). Esto ha hecho que el uso del Imatinib sea por periodos prolongados de
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tiempo para evitar la reaparicion de la enfermedad, haciendo importante el estudio

de los efectos que pudiera tener el uso del farmaco a largo plazo.

4.2 Inhibicidn de otras cinasas y su uso clinico en otros padecimientos

Aunque inicialmente el Imatinib fue disefiado para la inhibicion especifica de
BCR-ABL, esta molécula es capaz de alterar la actividad de otras proteinas debido
a la similitud que existe entre sus dominios de cinasa. Ademas de BCR-ABL, el
Imatinib puede inhibir la actividad de ABL en forma nativa (Buchdunger et al,
1996), al receptor del SCF (c-Kit), al receptor de PDGF (Buchdunger et al, 2000),
al receptor del M-CSF(c-FMS) (Dewar et al, 2005) y la via de TGF-p (Wang et al,
2005).

De hecho, se ha visto que debido a esta promiscuidad, el Imatinib puede
tener algunos efectos secundarios. Bartolovic y colaboradores reportaron que la
incubacion de células CD34" de individuos normales Ph™ resulta en una
disminucién en la proliferacion y en la formacion de colonias en forma dosis
dependiente y que este efecto es similar a la deplecion o inhibicion de c-Kit
(Bartolovic et al, 2004). Clinicamente, esto se observa en forma de toxicidad

hematoldgica en todos los linajes hematopoyéticos (Kantarjian et al, 2002).

Sin embargo, en algunas circunstancias, esta capacidad para inhibir otras
cinasas, ha permitido explorar su uso en otros padecimientos en el que estén

involucrados estos receptores.

En estudios in vivo y ensayos clinicos se ha utilizado el Imatinib para tratar
mielofibrosis y tumores gastricos, donde los principales tipos celulares
involucrados son células estromales. Se ha observado, en un modelo murino, que
el Imatinib es capaz de disminuir la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina,
mediante la inhibicion de la activacion del PDGF-R en los fibroblastos, provocando
una disminucién en su proliferacion (Aono et al, 2005). También se ha reportado
que este farmaco es capaz de revertir la mielofibrosis en pacientes con sindrome
hipereosinofilico (Klion et al, 2004) y que disminuye la fibrosis medular en

pacientes con leucemia mieloide cronica. Esto sucede debido a un decremento en
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el niumero de megacariocitos capaces de secretar TGF- y PDGF y por la
inhibicion directa del PDGF-R (Beham-Schmid et al, 2002). Ademas, el Imatinib ha
sido empleado para el tratamiento de tumores estromales gastrointestinales
(GIST) ya que éstos se asocian con mutaciones en el receptor c-Kit y el PDGF-R y
el tratamiento ha dado resultados dramaticos en el manejo de estos tipos de
tumores (Lee et al, 2006; Heinrich et al, 2003).

Ademas de lo ya mencionado, la inhibicion del PDGF-R por el Imatinib,
podria ser importante en otros escenarios, por ejemplo, en las CTM y el
microambiente de la médula 6sea de los pacientes tratados. Esto es de gran
relevancia, sobretodo pensando que el uso del farmaco en los pacientes con LGC
es continuo y podria tener efectos en estos elementos presentes en la médula

Osea.
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Il. ANTECEDENTES
1. Factores que modifican el microambiente hematopoyético

Como se ha mencionado, las CTM y el microambiente de la médula dsea
son de gran importancia para la regulacién de la hematopoyesis. Por esta razén,
se ha estudiado como algunos factores pueden modificar a las CTM y el MH
provocando asi cambios en la hematopoyesis. Entre algunos de estos factores se
encuentran: moléculas solubles como hormonas, citocinas y factores de
crecimiento; enfermedades hematolégicas como los sindromes mielodisplasicos,
el mieloma multiple, y la leucemia mieloide tanto crénica como aguda; y agentes

fisicos 0 quimicos como radiacion y quimioterapia.

1.1 Moléculas solubles

Las CTM son capaces de responder a estimulos producidos por factores
extrinsecos que pueden modificar su comportamiento. En la literatura, esta
reportado que diferentes moléculas como la hormona paratiroidea, la proteina
morfogénica de hueso 2 (BMP-2), el factor de crecimiento epidermal (EGF), FGF-
2, TGF-B y PDGF, entre otros, pueden modificar la proliferacién y diferenciacién de
las CTM (Tuan et al, 2002; Chaudhary et al, 2004; Artemenko et al, 2005; Bobis et
al, 2006; Ng et al, 2008). Por ejemplo, se ha observado que EGF y FGF inducen la
proliferacion de células estromales de médula 6sea (Kuznetsov et al, 1997). La
hormona paratiroidea, BMP-2 y FGF-2 (Tuan et al, 2002; Calvi et al, 2003,
Chaudhary et al, 2004; Ng et al, 2008) promueven la diferenciacién in vitro de las
CTM hacia osteoblastos, y la formacién de hueso in vivo. De forma interesante,
también se ha observado que hay factores que regulan los mecanismos de
diferenciacion en forma negativa e intervienen tanto en la osteogénesis como
adipogénesis (Bobis et al, 2006). Se ha observado que el bloqueo del receptor
para BMP (BMPR-1a) resulta en un aumento en la diferenciacion hacia adipocitos
y que, por el contrario, su sobreexpresion inhibe la adipogénesis y promueve la

generacion de osteoblastos (Chen et al, 1998).
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En particular, una de las moléculas mas importantes para las CTM, es el
PDGF. Este factor de crecimiento es una proteina dimérica que puede estar
formada por homo o heterodimeros de moléculas A y B unidas por enlaces
disulfuro. De la misma manera, el receptor de PDGF también forma dimeros, los
cuales se conforman por cadenas a y 8 y unen simultaneamente dos moléculas de
PDGF, ya sean A 6 B. Mientras que el PDGF-R a puede unir tanto moléculas A
como B, el PDGF-R B interactua solo con las de tipo B (Heldin y Westermark,
1999). Este receptor forma parte de la familia de receptores de cinasa de tirosina
tipo Ill, las cuales son proteinas transmembranales que se caracterizan por la
presencia de cinco dominios tipo inmunoglobulina en la porcidn extracelular y un
dominio intracelular con actividad de cinasa. Esta actividad les permite realizar sus
funciones bioldgicas al activar diferentes cascadas de sefializacion intracelular
(Heldin y Westermark, 1999).

El PDGF-R se expresa en células estromales de diferentes tejidos incluyendo
las CTM presentes en médula ésea vy, la activacion de éste mediante la unién de
su ligando tiene efectos en la proliferacion, sobrevida y migracion celular (Heldin y
Westermark, 1999). Por un lado, estudios in vitro han demostrado que el PDGF
junto con el EGF tiene un efecto estimulador en la proliferacion de CTM derivadas
de médula 6sea (Gronthos y Simmons, 1995; Kuznetsov et al, 1997) y que
incrementa su potencial para sostener la hematopoyesis. Esto es resultado de la
elevacion en los niveles de [-catenina y N-cadherina (Miura et al, 2006), las
cuales son importantes reguladoras de los nichos hematopoyéticos (Calvi et al,
2003; Zhang et al, 2003). También se ha visto que el PDGF es capaz de modificar
la hematopoyesis aumentando tanto la eritropoyesis como la granulopoyesis
mediante la estimulacidon del estroma para producir citocinas necesarias en estos

procesos (Delwiche et al, 1985; Yang et al, 2001).

Ademas, se ha demostrado que el PDGF interviene en los procesos de
diferenciacion osteogénica y adipogénica de las CTM. Por un lado, se ha
observado que esta molécula estimula la proliferacion de osteoprogentiores y CTM
a expensas de la diferenciacién (Hock y Canalis, 1994). Este factor puede inhibir

la expresion de fosfatasa alcalina (FA) en los osteoblastos (Kubota et al, 2002;
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Chaudhary et al, 2004), ademas de impedir la produccién y deposicién de
colagena (Hock y Canalis, 1994) y al mismo tiempo disminuir la formacion de
depdsitos de calcio y de hidroxiapatita (Chaudhary et al, 2004; O’Sullivan et al,
2007). Aunado a estas alteraciones en la funcionalidad de los osteoblastos, se ha
encontrado que el PDGF provoca una disminucion en los niveles de factores de
transcripcion importantes en la osteogénesis, como son Osterix (OSX) y Runx2
(Tokunaga et al, 2008). En este mismo estudio, se reportdé que la delecion del
PDGF-R disminuye la proliferacion y migracion de CTM de ratén y al inducirlas a
osteoblastos, la actividad de FA es mas temprana y mas intensa que en las

células que pueden responder a este factor.

Por otro lado, en cuanto a la adipogénesis, el trabajo publicado por Vazziri y
colaboradores muestra cdémo la diferenciacion terminal de la linea celular murina
de fibroblastos preadipociticos (3T3-L1), va acompafada por una disminucién en
la expresion de los receptores a y B de PDGF. Esta reduccién precede a los
cambios morfologicos, la acumulacion de vacuolas lipidicas y la expresion de
genes adipociticos (Vaziri et al, 1996). También se ha reportado que el PDGF
interviene en la via activada por la insulina durante la adipogénesis, lo cual resulta
en la inhibicion de la diferenciacion (Ricort et al, 1997). Finalmente, estudios mas
recientes han demostrado que el PDGF inhibe a los factores de transcripcion,
PPARYy (receptor activador gamma del proliferador de peroxisomas) y C/EBPa
(proteina alfa de union a CCAAT/potenciador), los cuales son importantes para la
diferenciacién de adipocitos, actuando asi, como una molécula inhibitoria de la

adipogénesis (Artemenko et al, 2005).

De esta forma, el PDGF es una molécula clave capaz de alterar los patrones
de proliferacion y diferenciacion de las CTM, promoviendo asi cambios en el MH y
las proporciones celulares en el mismo, lo que a su vez modifica el proceso de

hematopoyesis.
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1.2 Enfermedades hematoldgicas

En la literatura, hay estudios que demuestran como las CTM de la médula
O0sea pueden estar alteradas en diferentes enfermedades hematoldgicas, lo cual
puede deberse a que se ven afectadas por los mismos factores que provocaron
las alteraciones en las células hematopoyéticas o por la interaccion con estas

ultimas.

En leucemia mieloide aguda y sindromes mielodisplasicos, se ha reportado
que las CTM presentan aberraciones cromosémicas diferentes a las encontradas
en las células hematopoyéticas. La presencia de estas alteraciones indica que las
CTM de estas enfermedades muestran cierta inestabilidad genética (Flores-
Figueroa et al, 2005; Blau et al, 2007). En mieloma multiple esta bien
documentado que las CTM no tienen aberraciones cromosomicas, pero si
alteraciones funcionales, ya que presentan un crecimiento deficiente al expresar
niveles bajos de receptores de factores de crecimiento (Gaderet et al, 2007), y
secretan citocinas como IL-6, TNF-a e IL-18 en mayor proporcion al compararlas

con células derivadas de individuos sanos (Wallace et al, 2001; Arnulf et al, 2007).

En LGC, se ha visto la presencia de células Ph* en las capas estromales
derivadas de médula 6sea, las cuales corresponden a macréfagos que provienen
de la clona anormal, y al compararlos con su contraparte normal se ha encontrado
que reducen el numero de LTC-IC en sistemas de co-cultivo con células
hematopoyéticas normales (Bhatia et al, 1995). En cuanto a las CTM de LGC, en
el 2006, dos grupos de investigaciéon de manera independiente publicaron estudios
sobre las caracteristicas de estas células. Por un lado, Jootar y colaboradores
reportaron que las CTM de estos pacientes no presentan el rearreglo BCR-ABL,
que tienen un cariotipo normal y que son capaces de expandir células
hematopoyéticas primitivas (CD133%) de sangre de corddn umbilical (Jootar et al,
2006). Por otro lado, simultdneamente, Zhao y su grupo, también encontraron que
las CTM de pacientes con LGC tienen cariotipo normal y no presentan el
cromosoma filadelfia. Ademas, analizaron el potencial de diferenciacion vy

observaron que pueden generar adipocitos, osteoblastos, células neuronales y
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gliales. Finalmente, demostraron que son capaces de soportar la hematopoyesis a
partir de CMN de médula ésea (Zhao et al, 2006). Poco después, otro estudio se
unidé a estas evidencias al no encontrar el rearreglo BCR-ABL y corroborar el
potencial de diferenciacion osteogénica y adipogénica de estas células (Carrara et
al, 2007). A pesar de que las CTM en esta enfermedad no se encuentran
alteradas, si se ha observado que las células hematopoyéticas leucémicas pueden
promover cambios en el microambiente modificando la expresion de citocinas y
quimiocinas en el nicho, lo cual provoca cambios en los patrones de migracion de
las células hematopoyéticas normales (Colmone et al, 2008). Sin embargo, hasta
el momento, no se ha estudiado si las CTM puedan ser alteradas al interactuar

con células malignas.

Las evidencias anteriores muestran que el microambiente puede modificarse
por diversos factores durante el desarrollo y progresibn de neoplasias
hematopoyéticas. Estas modificaciones pueden ser irreversibles, como en el caso
de las aberraciones cromosdémicas, donde éstas permanecen en el tiempo; o
reversibles, cuando las células del microambiente se encuentran alteradas por la
interaccion con células malignas y, en el momento en que se pierde o se impide
dicha interaccion, éstas primeras podrian recuperar sus potenciales y comportarse

como su contraparte normal.

1.3 Agentes fisicos o quimicos

En cuanto a la hematopoyesis, se ha observado que la exposicion a
diferentes tipos de radiacién y quimioterapéuticos, como parte de regimenes de
acondicionamiento para transplante, puede provocar alteraciones hematologicas a
largo plazo. Domenech y colaboradores reportaron que el uso de dosis altas de
quimioterapia y radiacién provoca un desacoplamiento en la reconstitucion
hematopoyética, donde la recuperacion de los diferentes progenitores en la
médula 6sea requiere de 2 a 4 ainos para alcanzar las cifras normales (Domenech
et al, 1995). Mas recientemente, se reporté en modelos murinos, que la radiacion y

el uso de factores antineoplasicos como la gemcitabina, pueden alterar la
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capacidad de repoblacion de las células de médula 6sea meses después de haber
recibido los tratamientos (Grande et al, 2000; Keyes et al, 2001). Estos resultados
sugieren que los efectos producidos por la radiacion y quimioterapéuticos
permanecen y producen alteraciones a largo plazo, las cuales podrian estar
mediadas tanto por afecciones en el componente hematopoyético de la médula
O0sea, como en su microambiente. De hecho, se ha encontrado que las células
hematopoyéticas de ratones irradiados pueden recuperarse después de cultivarlas
ex-vivo en presencia de estroma normal. Estos autores demostraron que si se
cultivan CMN de ratones irradiados en presencia de una capa de células
endoteliales resulta en un incremento en el numero de células y aumenta la
capacidad de formacion de colonias hematopoyéticas en cultivos semisdlidos
(Chute et al, 2004). Sin embargo, esta recuperacién no se observa in vivo, lo cual
sugiere que el microambiente también se ve afectado por los tratamientos
utiizados y demuestra que éste es muy importante para que las células

hematopoyéticas lleven a cabo sus funciones.

De acuerdo a lo anterior, se ha observado, que el tratamiento con radiacion y
quimioterapia en dosis altas provoca alteraciones en las células estromales de
médula 6sea. Galotto et al, reportaron que este régimen induce una disminucién
en la frecuencia de CFU-F acompanada de una reduccion en las LTC-IC, lo cual
correlaciona con el desarrollo de osteopenia en los pacientes. Ademas, esta
alteracion se sigue observando anos después de la exposiciéon al
acondicionamiento (Galotto et al, 1999). Estos datos sugieren que la radiacion y
quimioterapia podrian alterar a los osteoblastos provenientes de las CTM,
alterando el nicho de las CTH, efecto que permanece a largo plazo en ausencia de
tratamiento. En otro reporte, también se encontré que la administracion de AraC
en ratones, reduce la frecuencia de CTM y retrasa su crecimiento haciendo que el
tiempo para llegar a confluencia en cultivo sea prolongado al compararlo con los
controles. No obstante, la capacidad que tienen para sostener la hematopoyesis in
vitro no se altera (Ben-Ishay y Barak, 2001). Sin embargo, hay otros trabajos en
donde se observa que también esta capacidad puede verse alterada tras el

tratamiento con quimioterapia (Carlo-Stella et al, 1997; Zweegman et al, 2007).
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Todas éstas son evidencias de que hay agentes fisicos y quimicos que modifican
el microambiente a largo plazo de forma irreversible, lo cual podria tener
implicaciones importantes en la hematopoyesis y su regulacion. Por ello, es
importante estudiar cémo los diferentes farmacos utilizados en el tratamiento de

enfermedades hematoldgicas podrian alterar el MH y las CTM.

2. Efectos del Imatinib en el microambiente hematopoyético y las CTM

Como se menciond, el Imatinib es uno de los tratamientos utilizados en el
manejo de la leucemia granulocitica crénica y, al igual que el uso de quimioterapia
y radioterapia referido anteriormente, se ha observado que éste tiene efectos en el
MH y las CTM. Uno de los primeros indicios del posible efecto del Imatinib en el
estroma medular, se reporté en el 2002, cuando Beham-Schimd y colaboradores
publicaron que el tratamiento con Imatinib provoca la regresion de la mielofibrosis
desarrollada en pacientes con LGC. En este trabajo, se sugiere que esto podria
deberse a una disminucion en el nUmero de megacariocitos que secretan PDGF y
TGF-B e influyen en la proliferacién de fibroblastos estromales, o por una inhibicién

directa del PDGF-R en estas células bloqueando asi su proliferacion.

Ademas de la influencia en los fibroblastos, recientemente, se han
encontrado evidencias de que el Imatinib puede alterar el metabolismo 06seo.
Berman et al, en el 2006, realizaron un estudio retrospectivo en pacientes con
LGC y pacientes con tumores gastrointestinales bajo tratamiento con Imatinib y
encontraron que estos pacientes desarrollan hipofosfatemia (bajos niveles de
fosfato en suero), presentan valores disminuidos de calcio y un decremento en los
niveles de osteocalcina sérica. Todos estos parametros indican cambios en el
metabolismo mineral, sugiriendo alteraciones en el recambio 6seo. En ese mismo
afno, otro estudio también reportd que los pacientes tratados con Imatinib durante
un periodo de tres a seis meses, presentan niveles elevados de marcadores de
formacion de hueso como son, osteocalcina (OCN) y el propéptido N-terminal de
procolagena tipo I. Ademas, observaron que estos cambios se acompafian de una

disminucién en los niveles de calcio y fosfato sérico, y el desarrollo de
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hiperparatiroidismo secundario (Grey et al, 2006). Aunado a los cambios en el
metabolismo Oseo, Fitter et al encontraron que los pacientes tratados con Imatinib
durante periodos largos de tiempo (2 a 4 anos) efectivamente, presentan un
aumento en el numero de trabéculas o&seas y corroboraron que tienen

concentraciones bajas de calcio y fosfato en el suero (Fitter et al, 2008).

Al parecer todas estas alteraciones observadas en los pacientes se deben a
que el Imatinib puede alterar a los osteoblastos y CTM a través de la inhibicion del
PDGF-R, lo cual ha sido demostrado en sistemas in vitro. O’Sullivan et al (2007),
reportaron que en lineas celulares de osteoblastos de rata, el Imatinib incrementa
la mineralizacion de la matriz extracelular y la expresion de marcadores
osteoblasticos como la fosfatasa alcalina, la sialoproteina de hueso (BSP) y OCN,
en forma dosis dependiente. Por otro lado, encontraron que también puede inhibir
la osteoclastogénesis al interferir con la funcion del receptor del M-CSF
(O'Sullivan et al, 2007; Dewar et al, 2005). Estas evidencias indican que el
Imatinib es capaz de incrementar la osteogénesis, al contrarrestar el efecto

inhibitorio que tiene el PDGF sobre este proceso (O’Sullivan, 2007).

En concordancia con estos resultados, Fitter y colaboradores también
encontraron que el Imatinib inhibe la proliferacion de CTM de individuos sanos in
vitro. Asimismo, reportaron que aumenta la deposicién de hidroxiapatita (cristales
de calcio caracteristicos de la matriz ésea) y la expresion de genes osteoblasticos
como BMP-2 y OSX en cultivos de explantes 6seos bajo condiciones osteogénicas
y que induce adipogénesis y genes relacionados a este linaje como el
transportador lipidico especifico de adipocitos (ALBP), PPARy y C/EBPa. También
observaron que el PDGF puede inhibir la diferenciacion osteogénica y que el
Imatinib contrarresta el efecto, aumentandola en forma dosis dependiente (Fitter et
al, 2008).

Ademas del estudio sobre los osteoblastos, hay un trabajo sobre el efecto in
vitro del Imatinib en CTM derivadas de individuos sanos. En este estudio se
reportd que esta molécula inhibe la senalizacion mediada por PDGF-R y por lo

tanto la proliferacion de estas células y el numero y tamafo de las CFU-F.
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También observaron que el tratamiento con Imatinib afecta la capacidad de las
CTM para mantener la hematopoyesis in vitro. Sin embargo, de forma
contradictoria a lo antes descrito, encontraron que el Imatinib inhibe la
diferenciacion osteogénica disminuyendo la actividad de fosfatasa alcalina, la cual

utilizaron como marcador de osteoblastos (Fierro et al, 2007).

Finalmente, estos datos en conjunto demuestran que el Imatinib puede
alterar a las CTM y los osteoblastos y de esta manera, podria modificar el

microambiente hematopoyeético.

51



lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con las evidencias referidas anteriormente, podemos decir que, hasta el
momento, se sabe que el Imatinib puede modificar las funciones de las CTM in
vitro y que también tiene efectos in vivo que alteran el metabolismo éseo de los
pacientes. Estos cambios son mediados, principalmente, a través de la inhibicién
del PDGF-R. Como se menciond, el estroma es altamente sensible a la
quimioterapia y radiacion, de forma que puede ser alterado a largo plazo. Esto no
ha sido estudiado en las CTM de pacientes con LGC tratados con Imatinib. Por
esta razon, el presente trabajo pretende caracterizar a las CTM derivadas de estos
pacientes con la finalidad de evaluar si el tratamiento produce un efecto reversible
o irreversible, haciendo que las alteraciones se mantengan o se pierdan in vitro.
En particular, se analizara la frecuencia de las CTM en la médula 6sea, asi como

su potencial de proliferacion y su capacidad de diferenciacion.

IV. HIPOTESIS

El tratamiento con Imatinib en pacientes con LGC para inhibir a la clona
hematopoyética anormal afecta y sensibiliza in vivo a las CTM de estos pacientes,

de modo que altera su proliferacion y diferenciacion in vitro.
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V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar a las células troncales mesenquimales de pacientes con

leucemia granulocitica crénica, tanto virgenes de tratamiento, como tratados con

Imatinib

VI. OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Aislar y caracterizar poblaciones puras de CTM derivadas de médula 6sea
de pacientes con LGC al momento del diagnédstico virgenes de tratamiento,

tratados con Imatinib y de médula 6sea normal como control.

Analizar la presencia del rearreglo BCR-ABL en las CTM de LGC sin

tratamiento, tratadas con Imatinib y de médula 6sea normal.

Evaluar el numero de células troncales mesenquimales presentes en cada
muestra de LGC al momento del diagndstico sin tratamiento, tratados con

Imatinib y de médula 6sea normal como control.

Estudiar el potencial de proliferacion de las CTM derivadas de pacientes de

LGC sin y con tratamiento con Imatinib, asi como de médula ésea normal.

Determinar el patron de expresion de algunas moléculas de adhesion tanto

de LGC sin tratamiento como tratadas con Imatinib y médula ésea normal.

Cuantificar la capacidad de diferenciacion osteogénica y adipogénica de las
CTM de pacientes de LGC sin y con tratamiento con Imatinib, asi como de

médula ésea normal.

Evaluar la capacidad de respuesta al estimulo mitogénico mediado por
PDGF en las CTM tanto de LGC sin tratamiento como tratadas con Imatinib

y médula ésea normal.
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VIl. METODOLOGIA
1. Obtencién de las muestras biolégicas

Las muestras de pacientes con leucemia granulocitica crénica se obtuvieron
del servicio de hematologia del Centro Médico Nacional La Raza (Instituto
Mexicano del Seguro Social, IMSS). Los pacientes con diagnéstico de LGC fueron
sometidos a la toma de un aspirado de médula 6sea en la cresta iliaca postero-
superior como parte de las pruebas clinicas de rutina y de cariotipo. Las muestras
fueron obtenidas bajo anestesia local, en jeringas de plastico heparinizadas,
recolectando entre 3 y 5 ml de muestra para procesarse el mismo dia. Las
muestras de médula ésea de individuos sanos fueron obtenidas de pacientes del
servicio de ortopedia de la Clinica No. 32 (IMSS) y de donadores sanos de médula
O0sea del servicio de hematologia del Hospital de Especialidades del Centro
Médico Nacional Siglo XXI (IMSS) y del Instituto Nacional de Cardiologia

(Secretaria de Salud; Esquema 5)

2. Obtencion de células troncales mesenquimales

El aspirado de médula 6sea (5 ml) fue diluido 1:1 con buffer de fosfatos (PBS
pH 7.4, Gibco) y sometido a un gradiente de densidad (<1.077 g/ml) (Ficoll-
Paque®, Pharmacia Biotech). Para ello, se agregaron 5 ml de Ficoll en un tubo de
15 ml para posteriormente agregar cuidadosamente de 3-5 ml de muestra diluida,
evitando su mezcla. Después se centrifugd durante 30 minutos a 400 g. Se tomé
la interfase donde se encuentran las células mononucleares (CMN) y se lavé con
PBS centrifugando durante 8 minutos a 1200 revoluciones por minuto (rpm). Se
resuspendio el botdn celular en DMEM bajo en glucosa (Gibco) suplementado con
suero fetal bovino probado para el crecimiento de células mesenquimales (SFB,
Stem Cell Technologies) al 10%, 10 U/ml de penicilina y 10 pg/ml de
estreptomicina (Sigma; Medio suplementado). Las CMN se contaron y sembraron
en cajas de petri de 100X10mm (Corning) a una densidad de 50x10° a 100x10°
CMN por caja. Las CTM se obtuvieron mediante seleccién por adhesion, la cual

consistid en cultivar las CMN durante 24 horas en medio suplementado para
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después retirar las células no adherentes, lavar la caja de petri con PBS y agregar
nuevamente medio suplementado fresco. Esto permitié cultivar las células
adherentes que corresponden a las CTM. El cambio de medio fue realizado

semanalmente.

Para el analisis de la presencia de BCR-ABL, se obtuvo una poblacion de
CTM, reduciendo al minimo la presencia de macréfagos en el cultivo, para lo cual
se utilizé un kit comercial basado en la seleccion negativa de la poblacion (Rosette
Sep®, Stem Cell Technologies). Para ello, se tomaron de 0.5 ml a 1 ml del
aspirado de médula 6sea y se incubaron por 20 minutos con una mezcla de
anticuerpos que incluye: glicoforina A, CD3, CD14, CD19, CD38 y CD66b (50ul/ml
de muestra). Después de la incubacion, se diluyé la muestra 1:1 con PBS/EDTA 1
mM/ 2% SFB para ser sometida a una separacion por gradiente de Ficoll (Ficoll-
Hypaque Plus) durante 25 minutos a 300 g. Se obtuvo la interfase y se lavd con
PBS/EDTA 1 mM/ 2% SFB. Las células se centrifugaron por 8 minutos a 1200 rpm
para obtener el botén celular, se contaron y se cultivaron durante dos dias en
botellas de 25 cm? con 5 ml de medio suplementado (4,000 a 8,000 células/cm?).
Después de 48 horas, se retiraron las células no adherentes para cultivar las CTM
que se quedaron adheridas a la caja. El cambio de medio se realiz

semanalmente.

3. Cultivo de células troncales mesenquimales

Una vez obtenidas, las células adherentes fueron mantenidas en medio
suplementado a 37°C en una atmdsfera humeda con 5% de CO, para permitir su
expansion. Una vez que llegaron a confluencia, las células se tripsinizaron
(Tripsina/EDTA 0.05%, Gibco) durante 8 minutos a 37°C. Todas las
tripsinizaciones realizadas en este trabajo se detuvieron con 500 pl de SFB.
Posteriormente, las células se centrifugaron por 8 minutos a 1200 rpm y el botén
se resuspendid6 en medio suplementado. En esta primera tripsinizacion
(Resiembra cero, RO) se realizaron los analisis de proliferacion celular,

cuantificacion de osteocalcina y de adipocitos. Los cultivos de las siguientes
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resiembras se comenzaron con 50,000 células en cajas de petri de 10X100 mm
con 10 ml de medio suplementado y se mantuvieron hasta alcanzar confluencia.
Los cultivos se tripsinizaron nuevamente y las células obtenidas en esta primera
resiembra (R1) se utilizaron para el analisis de la capacidad de diferenciacion
como parte de la caracterizacion. Posteriormente las células, se volvieron a
sembrar a la misma densidad y al estar confluentes, se tripsinizaron para estudiar
el inmunofenotipo y la expresion de moléculas de adhesion en las células de esta

ultima resiembra (R2).

4. Evaluacién del inmunofenotipo de las células troncales mesenquimales

Con la finalidad de establecer la identidad de la poblacion de CTM obtenidas,
se realizé un analisis fenotipico mediante citometria de flujo. Se utilizaron los
siguientes anticuerpos conjugados con ficoeritrina (PE), isotiocianato de
fluoresceina (FITC) o cianina 5.5 (Cy5.5): CD14-PE (1 ul, Caltag), CD31-FITC (1
pl, Caltag), CD45-FITC (1 ul, Caltag) y HLA-DR-PE (1 ul, Caltag) para descartar la
presencia de células hematopoyéticas y endoteliales. También se evaluaron los
marcadores de CTM con los anticuerpos CD90-FITC (2ul, Becton-Dickinson),
CD105-PE (1 pl, Caltag), CD73-PE (4 ul, Becton-Dickinson) y CD13 (1 ul, Caltag).
Asimismo, se analizé la expresion de HLA-ABC-FITC (4 ul, Becton-Dickinson),
CD117-Cy5.5 (c-Kit; 1 pl, Caltag) y CD140b-PE (PDGF-R; 2 ul, Becton-
Dickinson). Para estos estudios, las CTM de la segunda resiembra se
resuspendieron en PBS con SFB al 2% y EDTA 1 mM (1x10° células en 50 pl). Se
incubaron con el volumen especificado del anticuerpo correspondiente durante 20
minutos en oscuridad. Posteriormente, se incubaron 10 minutos con 250 ul de
solucion de lisis (Becton-Dickinson), se agregd 1 ml de PBS y se centrifugé a 2500
rom durante 5 minutos. Finalmente, el boton se resuspendié en 200 ul de PBS

para analizar las muestras en el citdmetro de flujo.

Se utilizaron los controles de isotipo de acuerdo al anticuerpo primario usado.
Las muestras fueron evaluadas en un citometro FACS Calibur (Becton-Dickinson)

ubicado en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas, del
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Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS). Se analizaron 10,000 eventos por

tincion.

5. Estudio de la capacidad de diferenciacion

5.1 Diferenciacion condrogénica

Para inducir la diferenciacion condrogénica se utilizaron 2.5x10° CTM de R1,
las cuales se colocaron en un tubo de 15 ml de polipropileno y se centrifugaron a
1000 rpm durante 5 minutos para formar el boton celular (micromasa) en el fondo
del tubo. Posteriormente, se agregaron 500 ul de medio condrogénico y se cultivd

durante tres semanas, realizando el cambio de medio dos veces por semana.

El medio condrogénico consisti6 en DMEM-alta glucosa, suplementado con
0.1 uM de dexametasona, 50 ug/ml acido ascoérbico, 100 ug/ml de piruvato de
sodio, 40 pg/ml de prolina, 10 ng/ml de TGF-B1 y 50 mg/ml de ITS* premix (Becton
Dickinson; 6.25 ug/ml de insulina, 6.25 ug/ml de transferrina, 6.25 ng/ml de acido
selénico, 1.25 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA) y 5.35 mg/ml de acido

linoleico).

Para evaluar la diferenciacion, las micromasas fueron fijjadas en formaldehido
al 4% y deshidratadas en diluciones seriales de etanol durante 30 segundos cada
una (Etanol al 80%, etanol al 96%, etanol absoluto y xileno) para ser incluidas en
parafina. Se hicieron cortes de 5 ym con la ayuda de un microtomo y se tifieron

con azul alciano.

5.1.1 Tincidn citoqguimica con azul alciano

Una vez obtenidos los cortes de las micromasas en las laminillas, éstas se
sumergieron en azul alciano al 1% en acido acético durante 20 minutos.
Posteriormente se lavaron con agua destilada y se deshidrataron en diluciones
seriales de etanol (un minuto en etanol al 90%, un minuto en etanol absoluto y 5

minutos en xileno). Finalmente, las laminillas fueron observadas bajo el
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microscopio. La muestra se consideré como positiva para la diferenciaciéon
condrogeénica, al observar la aparicion de una coloracion azul en la micromasa, la
cual indica la produccion de mucopolisacarido, caracteristica de las células

condrociticas.

5.2 Diferenciacion adipogénica

Para inducir la diferenciacion adipogénica se utilizaron CTM de la primera
resiembra, las cuales fueron cultivadas en camaras de 4 pozos (1 cm?) con base
desmontable (Nalge Nunc Inter.) a una densidad de 1x10* cellcm? con 1 ml de
medio suplementado. Una vez que los cultivos llegaron al 30% de confluencia, se
retiro el medio y se agregé 1 ml de medio adipogénico (Stem Cell Tecnologies,
Vancouver, Canadd) para cultivar a las células durante 3 semanas. Este medio
estd suplementado con 10% de SFB, 0.5 mM de isobutil-metilxantina, 1 uM de
dexametasona, 10 uM de insulina y 200 uM de indometacina. Los cultivos control
se mantuvieron todo el tiempo en medio suplementado. Se realizaron cambios de
medio 2 veces por semana. Para corroborar la diferenciacion, se analizaron los
cultivos bajo el microscopio invertido y se consideré positiva al encontrar alrededor

10% o mas de las células con vacuolas lipidicas.

5.3 Diferenciacion osteogénica

Para inducir la diferenciaciéon osteogénica, se sembraron CTM de R1 en
camaras de 4 pozos (1 cm?) con base desmontable (Nalge Nunc Inter.) a una
densidad de 1x10* cel/cm? con 1 ml de medio suplementado. Una vez que los
cultivos llegaron al 30% de confluencia, se retird el medio y se agregé 1 ml de
medio osteogénico. Este medio consisti6 en DMEM bajo en glucosa con 15% de
suplemento osteogénico, dexametasona 107 M y acido ascérbico 0.2 mM (Stem
Cell Technologies). Las células se cultivaron durante 4 semanas, y en la ultima se
agrego [-glicerofostato 10 mM (Stem Cell Technologies) al medio osteogénico.
Los cultivos control se mantuvieron todo el tiempo en medio suplementado. Los

cambios de medio se realizaron cuidadosamente dos veces por semana para
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evitar el desprendimiento de la capa celular. Posteriormente, se deseché el medio,
se lavo con PBS vy se fijo durante 30 minutos con paraformaldehido al 4%. Para
corroborar la diferenciacion, las células fueron sometidas a la tincion de Von
Kossa, la cual detecta depdsitos minerales que indican la diferenciacion

osteogénica.

5.3.1 Tincidén citoqguimica de Von Kossa

Una vez que los cultivos fueron fijados, se lavaron con PBS y se agreg6 1 ml
de nitrato de plata al 5% y se incub6 durante 3 horas a temperatura ambiente bajo
la luz de una lampara. Después se lavd con agua destilada y se agregé 1 ml de
hiposulfito de sodio al 5% durante 2 minutos. Se lavd nuevamente con agua
destilada y los cultivos se observaron bajo el microscopio. La diferenciacion
osteogénica fue considerada como positiva cuando se presentaba una coloraciéon
café en los cultivos, lo cual indica la presencia de matriz mineralizada y la
diferenciacion hacia osteoblastos. Esta coloracion debia ser mas intensa a la

observada en los cultivos control.

6. Analisis de la presencia del rearreglo BCR-ABL

Para realizar el analisis de las presencia del rearreglo BCR-ABL, se obtuvo
acido ribonucléico (ARN) de las diferentes muestras, tanto de células troncales
mesenquimales como hematopoyéticas. Para ello, se utilizaron 5x10° CTM, las
cuales fueron centrifugadas durante 8 minutos a 1200 rpm para obtener una
pastilla celular. Esta fue resuspendida en 750 pl de TRIPURE (Roche). Las

muestras fueron almacenadas a -70°C hasta el momento de su procesamiento.

Para proceder a la extraccion del ARN, las muestras fueron descongeladas a
temperatura ambiente y enseguida se agregaron 200 pl de cloroformo, se agité
suavemente durante 15 segundos y las muestras se mantuvieron de 2 a 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se centrifugaron

durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C. En este punto se formaron 3 fases: la fase
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organica inferior que contenia el acido desoxirribonucléico (ADN), la interfase en la
que se encontraban proteinas y la superior en donde se encontraba el ARN. Se
recuperoé esta ultima fase y se adicionaron 500 pl de isopropanol. Las muestras se
incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos para enseguida centrifugar

a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C vy, finalmente decantar el sobrenadante.

El ARN obtenido se lavd, adicionando 750 pl de etanol al 75%, el cual fue
mezclado suavemente para posteriormente centrifugar a 12000 rpm, durante 15
minutos a 4°C. Este lavado se repitid 2 veces, se decanto el etanol y se dejé secar

el ARN durante maximo 15 minutos al aire.

Una vez obtenido el ARN, éste se disolvié en 20 ul de agua tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC, 0.1%) (Roche) y de este volumen se tomd una alicuota de 1
Ml para cuantificar el ARN en 9 ul de agua-DEPC vy verificar la calidad de la
molécula en un gel de agarosa al 2%, tefido con bromuro de etidio. El volumen
restante de ARN se utilizé para llevar a cabo la transcripcidn reversa mediante la
técnica de Random Primers (Invitrogen) y se realizé la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) sencilla y el PCR anidado, de acuerdo a la metodologia de
Chavez-Gonzélez et al (2006). Los primers y parametros utilizados en la

amplificacion se muestran en la siguiente tabla:

Molécula Juegos de primers Parametros de amplificacion

ABL 5-CTTCTGGAAAGGGGTACCTATTA-3’ 96°C-5min, (94°C-30seg, 60°C-1min,

3- GGAGTGTTTCTCCAGACTGTTG-5 72°C-1min) 35 ciclos y 72°C-10min.

BCR-ABL 5. GGAGTGTTTCTCCAGACTGTTG3 96°C-5min, (94°C-30seg, 61°C-1min,

(12 reaccion) 3- GAGCGTGCAGAGTGGAGGGAGAACA-s | /2 C-1min) 35 ciclos y 72°C-10min
BCR-ABL 5- TTCAGAAGCTTCTCCCTGACAT-3 96°C-5min, (94°C-30seg, 58°C-1min,
(anidado) 3-GTTGACTGGCGTGATGTAGTTGCTTGG-5 | /2 C-1min) 30 ciclos y 72°C-10min
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7. Ensayos de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F)

Para cuantificar la frecuencia de progenitores de CTM en cada una de las
muestras, se realizd el ensayo de unidades formadoras de colonias de fibroblastos
(CFU-F). Una vez obtenidas las CMN, se sembraron 1.5x10° y 3x10° células en
cajas de petri de 35x10 mm (Corning) con 2 ml de medio suplementado. Las
células fueron cultivadas a 37°C y 5% de CO,. Después de 14 dias, se retir6 el
medio, se lavo la caja dos veces con PBS y se dejo secando a temperatura
ambiente durante toda la noche. Una vez secas, las células se tifieron con Wright-
Giemsa (Gibco) durante 3 minutos, se lavaron con agua corriente y se dejaron
secar nuevamente. Se realizé la cuantificaciéon de colonias en un microscopio
invertido (Olympus) tomando en cuenta todas aquellas agrupaciones de células
que crecian en una misma direccién y con un centro definido. Ademas del numero
de colonias, se registré el tamano de las mismas con la ayuda de una caja de petri
cuadriculada y las colonias se clasificaron de acuerdo a su tamafio en colonias de

1 a2 mm? de 3a5 mm?y de mas de 5 mm?,

8. Ensayos de proliferacion

Para evaluar la capacidad de proliferacién de las diferentes muestras se
utilizaron células de RO. Las CTM se cultivaron en cajas de 24 pozos a una
densidad de 2.5x10% células por mililitro de medio suplementado. Estas fueron
contadas con azul tripano a los dias 3, 6, 9 y 12 de cultivo en ausencia o presencia
de PDGF (10 ng/ml), haciendo un cambio de medio en el dia 7 de cultivo. Las

cuantificaciones se hicieron por duplicado.

9. Determinacion de la expresion de moléculas de adhesion

Se analizé la expresidén de algunas moléculas de adhesion por citometria de
flujo. Se estudiaron diferentes antigenos utilizando los siguientes anticuerpos:
CD29-FITC (1 ul, Caltag), CD49b-PE (4 ul, Becton-Dickinson), CD54-PE (1 pl
Caltag), CD44-FITC (1 pl Caltag), CD166-PE (4 ul, Becton-Dickinson) y CD58-PE
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(4 ul, Becton-Dickinson). Las CTM de R2 se resuspendieron en PBS con SFB al
2% y EDTA 1mM (1x10° células en 50 ul). Se incubaron con el volumen
especificado para el anticuerpo correspondiente durante 20 minutos en oscuridad.
Posteriormente se incubaron 10 minutos con 250 pl de solucion de lisis (Becton-
Dickinson), se agregdé 1 ml de PBS y se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos.
Finalmente, el botén celular se resuspendié en 200 yl de PBS para analizar las

muestras en el citbmetro de flujo.

Se utilizaron los controles de isotipo de acuerdo al anticuerpo primario usado.
Las muestras fueron evaluadas en un citdmetro FACS Calibur (Becton-Dickinson)
ubicado en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas, del
Centro Médico Nacionl Siglo XXI (IMSS). Se analizaron 10,000 eventos por

tincion.

10. Cuantificacion del potencial de diferenciacion

10.1 Osteogénesis: Analisis de la expresion de osteocalcina

Para tener un analisis mas cuantitativo de la capacidad de diferenciacion
osteogénica de las diferentes muestras, se determiné la expresién de osteocalcina
mediante citrometria de flujo tanto de los CTM cultivadas en medio osteogénico
como de las cultivadas en medio suplementado utilizadas como control. Se
sembraron 7.5x10* CTM de RO en cajas de petri de 35x10 mm con 1.5 ml de
medio osteogénico (Stem Cells Technologies) o medio suplementado. Los cultivos
osteogénicos y control se mantuvieron durante 3 semanas a 37°C y 5% de CO2
con cambios de medio dos veces por semana, los cuales se hicieron
cuidadosamente para evitar el desprendimiento de la capa celular. Los cultivos
osteogénicos fueron suplementados con 10 mM de B-glicerofosfato sélo durante la

ultima semana.

Después de las tres semanas de induccién, las células fueron tripsinizadas
(Tripsina/EDTA 0.05%, Gibco) durante 10 min a 37°C y posteriormente se
despegaron con la ayuda de un rastrillo celular. Las células se resuspendieron en
PBS con 2% de SFB y 1 mM de EDTA (1x10° células en 50 pl) y se fijaron con 500
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pI de paraformaldehido al 4% durante 10 minutos. Las células se lavaron con PBS
y posteriormente se permeabilizaron con 1 ml de saponina al 0.1% (SAP, Sigma)
en solucion balanceada de Hank (HBSS, Gibco). Se centrifugd a 2500 rpm durante
5 minutos, se decantd y se adicionaron 100 ul de SAP con 10 pl del anticuerpo
contra osteocalcina (R&D Systems). Las células se incubaron durante 45 minutos
a temperatura ambiente en oscuridad. Se fij6 nuevamente con 250 ul buffer de lisis
(Beckton-Dickinson) durante 10 minutos, se agregd 1 ml de SAP y se centrifugd a
2500 rpm por 5 min. Finalmente, se decanto y se resuspendio el boton celular en

200 ul PBS para analizar las muestras en el citdmetro de flujo.

Se utilizaron los controles de isotipo de acuerdo al anticuerpo primario. Las
muestras fueron analizadas en un citometro FACS Calibur (Becton-Dickinson)
ubicado en la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas, del
Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS). Se analizaron 10,000 eventos por

tincion.

10.2 Adipogénesis: Cuantificacidon con rojo oleoso

Para realizar un analisis mas preciso de la capacidad de diferenciacion
adipogénica de las diferentes muestras, se cuantifico el porcentaje de adipocitos
en cada cultivo. Para ello, se sembraron 7.5x10* CTM de RO en cajas de petri de
35x10 mm con 1.5 ml de medio suplementado. Al otro dia, se retird el medio y se
agregaron 1.5 ml de medio adipogénico (Gibco). Se cultivd durante una semana 'y
se analiz6 la presencia de adipocitos. Las células fueron tripsinizadas con 5 ml de
tripsina (Tripsina/EDTA 0.05%, Gibco) durante 8 min. Las células se centrifugaron
durante 8 min a 1200 rpm y resuspendieron en PBS. Se hicieron frotis con 2x10*
células con la ayuda de una citocentrifuga y se dejaron secar durante 5 minutos.
Finalmente, los frotis fueron tefidos con rojo oleoso para corroborar la presencia

de vacuolas lipidicas.
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10.2.1 Tincidén citoguimica con rojo oleoso

Para cuantificar la diferenciacién adipogénica, las células del frotis se fijaron
durante 30 minutos con formalina al 10%. Se lavaron con agua destilada y se
tineron durante 30 minutos con 200 pl de aceite rojo-O al 0.7% en propilenglicol
(Sigma-Aldrich) previamente diluido 3:2 en agua destilada y filtrado. A
continuacion, se lavaron con agua destilada y se incubaron con 200 ul de
isopropanol al 60% durante 5 minutos. Se desechd el isopropanol y, sin lavar, se
agregaron 200 upl de aceite rojo-O y se mantuvieron durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se desechd el colorante y se lavaron con
agua destilada para ser contratefiidas con hematoxilina de Meyer durante 2
minutos. Se lavd nuevamente con agua destilada y las laminillas se dejaron secar
por 5 min. Finalmente, se agregd propilenglicol para cubrir las laminillas y se
observaron al microscopio. Se realizé el conteo de las células positivas a la tincion
(células con vacuolas tefidas de color rojo brillante) eligiendo campos al azar y

contando 300 células en total (positivas y negativas).
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VIil. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Muestras Biologicas

Para realizar este estudio, se utilizaron muestras de médula 6sea de
individuos sanos (MON), de pacientes con leucemia granulocitica cronica sin
tratamiento (LGC-V) y tratados con Imatinib (LGC-IM). Se obtuvieron 23 muestras
de MON en total, de las cuales el 26% fueron CTM descongeladas de individuos
sanos obtenidas del banco de células del Laboratorio de Microambiente
Hematopoyético (Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas,
IMSS), el 26% eran de pacientes ortopédicos que fueron sometidos a cirugias de
cadera y el 48% restante se obtuvieron de donadores sanos de médula 6sea. Se
lograron obtener CTM de todas las muestras de MON procesadas, sin embargo,
sélo se trabajé con 17 de ellas para los cultivos de CTM vy los diferentes analisis,
ya que algunas muestras se encontraban contaminadas con bacterias. En cuanto
a las muestras de LGC-V, se obtuvieron de pacientes con diagndstico reciente de
leucemia granulocitica cronica, positivos para el rearreglo BCR-ABL y que no
habian recibido ningun tratamiento. Se recolectaron 38 muestras, de las cuales se
utilizaron 29 para los diferentes experimentos, debido a que, a pesar de haber
crecimiento celular en todas las muestras, en algunas de ellas se detectd la
presencia de bacterias. Para el caso de las muestras de LGC-IM, se recibieron en
total 28 muestras, obteniendo CTM de todas ellas, sin embargo, se trabajoé con 21
muestras para la realizacién del estudio, ya que 7 muestras fueron excluidas
debido a la presencia de contaminacion bacteriana en el cultivo. El tiempo de
tratamiento de los pacientes se encontraba en un rango de 3 a 72 meses, donde el
48% de las muestras utilizadas correspondieron a un lapso de tiempo de 3 a 9
meses. Sin embargo, a pesar de estar bajo tratamiento, las células
hematopoyéticas aun presentaban el rearreglo BCR-ABL, caracteristico de la
enfermedad. Con base en lo anterior, podemos decir que todos los pacientes aun
no estaban en remision molecular. En el estudio no encontramos diferencias entre

las CTM obtenidas de pacientes con poco tiempo de tratamiento y los tratados por
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largos periodos, por lo que manejamos a todas las muestras de LGC-IM como un

solo grupo experimental, independientemente del tiempo de tratamiento.

2. Obtencion de CTM de MON, LGC-V y LGC-IM

Para la obtencion de CTM se utilizé un gradiente de densidad (Ficoll)
mediante el cual, se purificaron CMN a partir de aspirados de médula 6sea. El
promedio de CMN obtenidas de MON fue de 9.33x10° + 8.97x10° células por
mililitro (cel/ml), mientras que de las muestras de LGC-V, se obtuvieron 75.58x10°
+ 75.21x10° cel/ml. Esto es casi un orden de magnitud mayor a lo obtenido de
MON, lo cual corroboré el diagndstico, ya que se observé un aumento en las CMN
de médula 6sea, el cual podria deberse a la presencia de células leucémicas. Por
otro lado, de las muestras de LGC-IM, el numero de CMN obtenidas fue de
1.72x10% + 1.23x10° cel/ml, esto se debe a que el Imatinib puede afectar la
hematopoyesis normal (Bartolovic et al, 2004). De hecho, se ha observado que el
Imatinib produce efectos hematoldgicos secundarios en forma dosis dependiente,
los cuales afectan a todos los linajes hematopoyéticos (Kantarjian et al, 2002).
Dentro de las toxicidades mas comunes se encuentra la neutropenia en grados
avanzados, que se presenta en el 14% de los pacientes, seguida por la

trombocitopenia (8%) y la anemia (3%) (Appel et al, 2005).

Los datos revelan una variabilidad muy grande en el niumero de CMN
obtenidas tanto de MON como de LGC-V y LGC-IM. En las muestran procesadas
de MON, es probable que la variabilidad se deba a que éstas provenian de tres
fuentes distintas. Por un lado, se utilizaron muestras de pacientes sometidos a
cirugias de cadera del servicio de ortopedia de la Clinica 32 (IMSS), en donde la
obtencion de CMN se realizé a partir de un raspado éseo. Por otro lado, las
muestras provenientes de donadores sanos de médula 6sea del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS), se obtuvieron a
través de un aspirado directo de médula 6sea, a partir del cual se separaron las
CMN. Finalmente, las muestras del Instituto Nacional de Cardiologia (Secretaria

de Salud) se obtuvieron a través de un aspirado que posteriormente fue
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centrifugado y procesado para poder ser aplicado al receptor del transplante, y fue

después de este procesamiento que aislamos las CMN.

En cuanto a las CMN de LGC-V y LGC-IM, todas fueron obtenidas a partir de
aspirados de médula ésea, sin embargo la variabilidad observada podria deberse
a diferencias en la toma de muestra y en el sitio en el que fue realizada, lo cual
provocaria la dilucién de la misma. No obstante en este estudio, no analizamos si
las muestras recolectadas estaban hemodiluidas, por lo que no podemos
confirmar si la variabilidad se debe a esta dilucion o si es un fenédmeno propio de
las muestras debido a la variabilidad intrinseca entre los pacientes.

Una vez obtenidas las CMN, éstas se cultivaron en cajas de petri de 10x100
mm a una densidad de 50x10° a 100x10° por caja, y después de 24 horas, se
retiraron las células en suspension y se expandio la fraccién adherente del cultivo.
En la Figura 1, se muestran capas celulares representativas de los tres grupos de
estudio, donde se observa que se obtuvieron cultivos confluentes de CTM, lo cual
fue posible en todas las muestras procesadas. Sin embargo, observamos que
mientras las muestras de MON y LGC-V llegaban a un 60% de confluencia al dia 7
de cultivo, las de LGC-IM sdlo llegaban al 30%. A pesar de esto, durante los
siguientes 7 dias, los cultivos de LGC-IM proliferaron normalmente y llegaron a
confluencia, al igual que los de MON y LGC-V. Fierro y colaboradores reportaron
que los cultivos de CTM tratados con Imatinib pierden confluencia debido a una
inhibicion en la proliferacion celular (Fierro et al, 2007). Es probable que las
muestras de LGC-IM durante la primera semana se encontraran inhibidas por el
tratamiento con Imatinib que se administro a los pacientes. No obstante, durante la
siguiente semana los cultivos recuperaron su potencial proliferativo, ya que la

exposicion a Imatinib no se continud in vitro.

3. Caracterizacion de las CTM de MON, LGC-V y LGC-IM

Una vez obtenidos los cultivos confluentes, se evaluaron diferentes
parametros para corroborar que la poblacidon obtenida cumpliera con las

caracteristicas propias de las CTM reportadas por la Sociedad Internacional de
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Terapia Celular (Dominici et al, 2006). Para ello, se analizé la morfologia, el

inmunofenotipo y la capacidad de diferenciacién de las células.

3.1 Analisis morfolégico

Se analiz6é la morfologia de los cultivos tinendo a las CTM con colorante
Wright-Giemsa, para posteriormente observarlas en el microscopio invertido. Se
tomo en cuenta la morfologia de las células individuales y la direccionalidad de los
cultivos (MON, n=6; LGC-V, n=6; LGC-IM, n=7).

En el Panel A de la Figura 2 se muestra una imagen representativa de un
cultivo de CTM de MON tedido con colorante Wright-Giemsa, donde puede
observarse que las CTM presentaron una morfologia fibroblastoide, alargada con
forma de huso. En el Panel B se puede apreciar a las células en un aumento
mayor, lo cual permite observar que tienen un nucleo central con dos o tres
nucléolos. Esta morfologia también se observé en los cultivos de LGC-V y LGC-
IM, lo cual corresponde a la morfologia caracteristica de las CTM. Sin embargo,
como se muestra del Panel C al F de la Figura 2, también observamos algunas
células grandes (C, 6%-8%), pequefas (D, 12%-16%), asi como algunas
triangulares (E, 14%-17%) y otras en forma neural (F, 4%-7%). Asimismo,
encontramos en menor proporcion células romboides y algunas que presentaban
filopodios y/o lamelopodios (datos no mostrados). Esto se observo

consistentemente en los tres grupos sin encontrar diferencias entre ellos.

Aunque algunos autores han reportado que las capas de CTM contienen
células homogéneas (Pittenger et al, 1999), existe una mayor evidencia de que los
cultivos son heterogéneos y contienen células morfolégicamente y al parecer,
funcionalmente distintas. El trabajo publicado por Mets y Verdonk enfatiza la
presencia de dos tipos celulares, uno denominado tipo I, donde las células son
pequenas y fusiformes; y otro tipo Il, en el que las células son mas grandes y
aplanadas y proliferan mas lento (Mets y Verdonk, 1981). Estudios mas recientes,
han descrito tres poblaciones celulares identificadas mediante citometria de flujo.

La primera fue denominada como SR-1, que identifica células pequenas,
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fusiformes y agranulares; otra llamada SR-2 de células pequeias y granulares; v,
la dltima, que corresponde a células grandes y granulares, a las que se les llamé
CTM maduras (Colter et al, 2001). La presencia de diferentes tipos celulares,
también ha sido reportada por nuestro grupo anteriormente, donde se describio la
presencia de células alargadas en forma de huso, y otras grandes y triangulares
(Flores-Figueroa et al, 2005). En el presente estudio, las células fusiformes y
pequefias podrian corresponder al tipo SR-1 y SR-2, mientras que las grandes y
triangulares posiblemente pertenezcan al grupo de CTM maduras. En la literatura
referida no se reporta la presencia de células con morfologia neural; sin embargo,
en un trabajo reciente de nuestro grupo se observo la presencia de células con
morfologia neural tanto en CTM de médula ésea como de sangre de cordon
umbilical y de placenta (Montesinos et al, 2009). Ademas, se ha observado que las
CTM sin diferenciar ya expresan marcadores de células neurales (Tondreau et al,
2004; Montesinos et al, 2009). Asimismo, observamos que los cultivos de MON y
LGC-V tendian a crecer en una sola direccion, ordenadamente, en forma contraria
a los cultivos de LGC-IM, los cuales presentaron un patron de crecimiento
desordenado sin una direccién especifica.

3.2 Determinacién del inmunofenotipo

Para corroborar que las células que se obtuvieron ademas de tener la
morfologia, expresaban los marcadores propios de las CTM, se evalug el
inmunofenotipo de las células mediante citometria de flujo. Esto se hizo en los tres
grupos de estudio: MON (n=13), LGC-V (n=12) y LGC-IM (n=14). Analizamos los
siguientes marcadores: CD45, CD14, CD31, CD105, CD90, CD73, CD13, HLA-
ABC y HLA-DR. La molécula CD45 es un marcador que se encuentra en todas las
células sanguineas excepto eritrocitos; el antigeno CD14 reconoce al receptor de
lipopolisacéarido (LPS) presente en las células de linaje mielomonocitico y en
menor proporcion en células B; CD31 fue utilizado como marcador de células
endoteliales y también se expresa en monocitos, plaquetas y granulocitos. Todos

estos marcadores no se encuentran en las CTM, por lo que su presencia seria
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indicio de que el cultivo esta contaminado con otros tipos celulares. Por su parte,
CD105 (endoglina), CD90 (Thy-1) y CD73 (5’ecto-nucleotidasa) son marcadores
de CTM; CD13 es una metaloproteasa que se expresa tanto en algunas células
hematopoyéticas como en CTM; y por ultimo, HLA-ABC es el antigeno mayor de
histocompatibilidad tipo | que se expresa en todos los tipos celulares incluyendo
las CTM y HLA-DR corresponde al antigeno mayor de histocompatibilidad tipo Il
que Unicamente se expresa en células presentadoras de antigeno y no se espera

su expresion en CTM.

Los resultados del analisis fenotipico se muestran en la Figura 3. En el panel
A se muestra el tamafio y granularidad de las células. Esta grafica nos permitio
establecer la region de las células a analizar, eliminando células muertas y restos
celulares. En el panel B se muestra un histograma representativo de cada tincién
con los diferentes anticuerpos. Como podemos observar en el Panel B, las
moléculas presentes en células hematopoyéticas y endoteliales no se expresan en
los cultivos analizados. De hecho, en la Tabla 1 se muestra que menos del 2% de
las CTM de los tres grupos de estudio fueron positivas para CD14, CD45, HLA-DR
y CD31, lo cual indica la ausencia de macréfagos, células hematopoyéticas y
células endoteliales en los cultivos. Por otra parte, en la mayoria de la poblacién
se detectd la expresion de los marcadores de CTM (Figura 3B) donde mas del
85% de las CTM obtenidas expresaron niveles altos de CD105, CD90, CD73 y
CD13 sin haber diferencias significativas entre los grupos. En particular, como
podemos apreciar en la Tabla 1, mas del 97% de la poblacion expres6 CD105 y
CD73 y encontramos que la expresion de CD90 fue mas heterogénea y baja, ya
que alrededor del 85% de la poblacién lo presentdé. HLA-ABC también se expresé
de forma homogénea y en niveles altos en las CTM de MON, LGC-V y LGC-IM.

Estos datos correlacionan con lo publicado anteriormente (Jootar et al, 2006;
Zhao et al, 2006), en donde se reportd que las CTM de pacientes con LGC
presentan los marcadores de CTM y que lo hacen de forma similar a la MON. Sin
embargo, en un trabajo se reportd que las CTM de LGC presentaron una
diferencia sutil en la expresion CD105 y HLA-ABC, siendo menor en las células de

LGC sin tratamiento (Carrara et al, 2007). Esta diferencia no fue observada en
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nuestro estudio, lo cual podria deberse a que en el trabajo referido solo se
analizaron tres muestras para la expresion de HLA-ABC y una para la molécula
CD105, lo cual no es representativo de la poblacién, por lo que el dato es
incompleto. Por otro lado, de forma importante, en nuestro analisis utilizando un
namero de muestras mayor, encontramos que las CTM de LGC-IM presentaron
las mismas caracteristicas que las de MON y LGC-V, lo cual no habia sido

reportado con anterioridad (Tabla 1).

3.3 Evaluacion del potencial de diferenciacion

Ademas de la presencia y expresion de ciertos marcadores, las CTM deben
cumplir con otras caracteristicas para corroborar su identidad, de acuerdo a lo
establecido por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (Dominici et al, 2006).
Entre éstas, se encuentra la capacidad de diferenciarse a condrocitos, adipocitos y
osteoblastos. Por esta razén, como parte de la caracterizacion de las CTM
obtenidas de los tres grupos, analizamos su potencial de diferenciacion a estos

linajes celulares.

La capacidad condrogénica de las CTM fue determinada después de
haberlas inducido con medio de diferenciacion durante 4 semanas en un sistema
de cultivo de alta densidad (MON, n=6; LGC-V, n=8; LGC-IM, n=8). El potencial
condrogénico se evalué como la capacidad de formar una micromasa en cultivo y
producir mucopolisacaridos. La micromasa se observdO como un agregado
compacto de células visible macroscopicamente, la cual posteriormente fue tefiida
con azul alciano para evaluar la producciéon de mucopolisacaridos, lo cual es
caracteristico de los condrocitos. En el Panel A de la Figura 4, se muestra un
corte representativo de una micromasa de MON, la cual presenta una forma
circular regular y fue positiva para la tincion con azul alciano, observandose la
aparicion de una coloracion azul. Esto indica la presencia de mucopolisacéaridos y
la diferenciacién hacia condrocitos. Como se puede observar en el Panel B y C,
las muestras de LGC-V y LGC-IM se comportaron de forma similar a las de MON.

Con las observaciones realizadas, encontramos que las CTM de los tres grupos
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de estudio pudieron formar la micromasa y producir mucopolisacarido de forma
similar al ser inducidas, mientras que sin medio de induccién fueron incapaces de

formar la micromasa (datos no mostrados).

El potencial de diferenciacion hacia adipocitos fue analizado después de
haber inducido a las CTM con medio de diferenciacion durante una semana
(MON, n=11; LGC-V, n=11; LGC-IM, n=12). Como se observa en los paneles D, E
y F de la Figura 4, en los cultivos de CTM bajo induccion se observaron células
con vacuolas lipidicas refringentes visibles bajo el microscopio invertido, lo cual
indica la formacion de adipocitos. Todas las muestras analizadas de los tres
grupos de estudio fueron capaces de formar adipocitos bajo condiciones de
inducciéon de forma similar, mientras que no se observé la acumulacion lipidica en

los cultivos control (datos no mostrados).

Por ultimo, se evalud la diferenciacion de las CTM hacia linaje osteoblastico,
después de haberlas inducido con medio osteogénico durante 3 semanas (MON,
n=8; LGC-V, n=10; LGC-IM, n=8). Este potencial se analiz6 mediante la tincién
citoquimica de Von Kossa que permite la identificacion de depdsitos de calcio
(mineralizacién) como una coloracion café en el cultivo, lo cual se relaciona con la
diferenciacion hacia osteoblastos. Del Panel G al | de la Figura 4 se muestran los
cultivos bajo induccion y se puede observar la aparicion de la coloracion café,
indicando que las CTM fueron capaces de formar depdésitos de calcio, lo cual nos
permite inferir que pudieron diferenciarse al linaje osteoblastico. Cabe mencionar,
que al analizar los cultivos sin induccion, observamos la aparicion de coloracion
café. Sin embargo, esta fue de menor intensidad a la observada en los cultivos

bajo induccién osteogénica (datos no mostrados).

En congruencia con nuestras observaciones, en la literatura esta reportado
que las CTM de LGC son capaces de diferenciarse a linaje osteoblastico y
adipocitico de forma similar a su contraparte normal (Zhao et al, 2006; Carrara et
al, 2007). Sin embargo, este es el primer estudio en donde se evalla la capacidad
de diferenciacién condrogénica de CTM de LGC y nuestros resultados sugieren
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que tanto las CTM obtenidas de pacientes con LGC sin tratamiento como las
obtenidas de pacientes tratados con Imatinib, son capaces de diferenciarse a este

linaje celular.

Con estas evidencias, podemos decir que logramos obtener CTM puras de
MON, LGC-V y LGC-IM, que cumplen con todos las caracteristicas propias de este
tipo celular, de acuerdo a los criterios establecidos por la Sociedad Internacional
de Terapia Celular. Estos incluyen: la adherencia al plastico y presentar una
morfologia fibroblastoide; ser positivas para CD90, CD105, y CD73 y negativas
para CD45, CD14, CD31 y HLA-DR; y por ultimo, ser multipotenciales al poder

diferenciarse a condrocitos, adipocitos y osteoblastos (Dominici et al, 2006).

4. Determinacion de la presencia de BCR-ABL

Para evaluar la expresion del rearreglo BCR-ABL en las CTM de LGC-V y
LGC-IM, se utilizé una técnica de PCR anidado de acuerdo a la metodologia de
Chavez-Gonzélez (2006). Las CTM utilizadas para este analisis, se obtuvieron por
una técnica de seleccion negativa o0 rosetas (RosetteSep, Stem Cell
Techonologies), la cual permite la eliminacion de macrofagos del cultivo. Esto se
hizo con la finalidad de reducir al minimo la posibilidad de tener células
hematopoyéticas contaminantes, ya que la presencia de macrofagos podria
generar un resultado falso positivo en la expresion de BCR-ABL. Se analizaron en
total 4 muestras de LGC-V y 6 de LGC-IM y de todas ellas se logré obtener ARN
en condiciones adecuadas para la amplificacion por RT-PCR. Como control
positivo de la técnica, se amplifico el gen ABL, cuya expresion es constitutiva tanto

en las CTM como en las CTH.

En el panel A de la Figura 5, se muestra la electroforesis donde se observa el
producto de la amplificacion de ABL y la cual pudo ser amplificada en ambos tipos
celulares (CTM y CTH), lo que corrobora la eficiencia de la técnica, ya que se
logré amplificar el gen obteniendo una banda especifica en el peso molecular
esperado (450 pares de bases, pb) y con la intensidad suficiente para ser

identificada.
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En el panel B, se muestra la electroforesis de los productos del RT-PCR para
BCR-ABL (510 pb), y se observa que, como se esperaba, las CTH de pacientes
con LGC expresaron el transcrito del rearreglo BCR-ABL. Sin embargo, en las
CTM, tanto de pacientes con LGC-V como de LGC-IM, no se detectd la presencia
del mismo. Para aumentar la sensibilidad de la técnica, se realizé un PCR anidado
a partir de los productos obtenidos en el primer RT-PCR. En el Panel C, se
muestra una electroforesis representativa de los productos de esta segunda ronda
de amplificacion (450 pb), y nuevamente, se observé la amplificacién de BCR-
ABL en las CTH, mientras que en las CTM de los dos grupos no se detectd la
expresion. Nuestros resultados coinciden con lo citado en la literatura en donde se
reporta que las CTM de pacientes con LGC son cromosoma Filadelfia negativas,
lo cual sugiere que no provienen de la clona anormal (Jootar et al, 2006; Zhao et
al, 2006; Carrara et al, 2007). En el trabajo publicado por Jootar y colaboradores
utilizaron hibridacion in situ y RT-PCR para la deteccion del rearreglo, mientras
que en los estudios de Zhao et al y Carrara et al, ademas realizaron analisis de
cariotipo. Chavez-Gonzalez reporté que mediante un RT-PCR sencillo podemos
detectar BCR-ABL cuando en la muestra se encuentra de 1 célula leucémica en
10 células normales a 1 célula leucémica en 2000 normales. Sin embargo, cuando
se utiliza un PCR anidado a partir del RT-PCR sencillo, se puede detectar desde 1
célula tumoral en 10 células normales, hasta 1 célula tumoral en 500,000 normales
(Chavez-Gonzalez et al, 2006). Con base en lo anterior, se decidié utilizar el PCR
anidado, ya que a diferencia de las técnicas utilizadas en otros trabajos, esta
metodologia cuenta con una mayor sensibilidad. Esto nos permitié confirmar con
mayor certeza que los trabajos anteriores, que las CTM de pacientes con LGC

efectivamente son negativas para BCR-ABL.

5. Analisis de la frecuencia de CTM en médula ésea de pacientes con LGC
Para analizar la frecuencia de CTM en la médula 6sea tanto de MON, LGC-V
y LGC-IM, se utilizé la técnica de CFU-F, en la cual se cuantifica el numero de

colonias obtenidas por cada 150,000 CMN. En este ensayo, cada colonia
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representa una CTM, estimando asi su frecuencia dentro de la médula 6sea. En el
Panel A de la Figura 6 se muestra una microfotografia de una colonia derivada de
MON, la cual se observa como un conjunto de células fibroblastoides con un

centro comun y crecimiento ordenado.

Lo primero que analizamos fue la eficiencia clonogénica, es decir, cuantas
muestras de las estudiadas fueron capaces de producir colonias después de 14
dias de cultivo. En las muestras de MON, el 94% de ellas generaron colonias
(n=16), mientras que las muestras de LGC tanto virgen de tratamiento como
tratadas con Imatinib tuvieron una eficiencia menor, siendo del 31% (n=29) y 78%

(n=18), respectivamente.

Posteriormente, analizamos cuantas CFU-F se generaban por cultivo en
aquellas muestras que fueron capaces de producir colonias. La frecuencia de CTM
en las muestras de MON fue de 1:10,000 CMN y en las muestras de LGC-V,
observamos una frecuencia menor de 1:37,500 CMN, encontrando un
comportamiento similar para las muestras de LGC-IM, al ser de 1:30,000 CMN
(Figura 6B). Esta medida nos permiti6 establecer claras diferencias en la

capacidad de iniciar colonias de las CTM de los diferentes grupos estudiados.

En cuanto a las muestras de LGC-V, no esperabamos observar una
disminucién en la frecuencia de CTM. Para intentar explicar tanto este fendmeno
como la baja eficiencia clonogénica en las muestras de LGC-V, comparamos el
numero de CMN que se obtuvieron de cada muestra para ver si este efecto podria
deberse a un exceso de células leucémicas en la médula ésea. De hecho, como
se menciond anteriormente, de las muestras de MON obtuvimos un promedio de
9x10° CMN por ml de médula ésea (CMN/ml) y de las de LGC-V se obtuvieron, en
promedio, 75x10° de CMN/ml.
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Los resultados anteriores sugieren que la baja frecuencia de CTM observada en
las muestras de LGC-V podria deberse a la presencia de células leucémicas en la
fraccion de CMN, esto provocaria que la gran cantidad de estas células en cada
ml de médula 6sea disminuyera la proporcién de CTM que pudiera haber en el
volumen de muestra. Sin embargo, esto también produciria una disminucion en la
generacion de colonias hematopoyéticas. En el 2006, Chavez-
Gonzalez et al reportd que el numero de colonias obtenidas de CMN de pacientes
con LGC sin tratamiento es similar a las obtenidas de muestras de MON. Lo
anterior indica que los datos obtenidos podrian deberse a que la frecuencia de
CTM si se encuentra disminuida en pacientes con LGC. De hecho, recientemente,
se observd que las células leucémicas pueden promover cambios en el
microambiente hematopoyético (Colmone et al, 2008), y aunque hasta el momento
no se ha estudiado, es probable que influyan en las CTM.

No obstante, la disminucién en la frecuencia encontrada en las muestras de
LGC-IM no puede explicarse de la misma manera. En este grupo obtuvimos en
promedio 1.7x10° CMN/ml. Esto concuerda con la leucopenia que pueden
desarrollar los pacientes tratados con Imatinib, lo cual se debe a que este farmaco
también tiene cierto efecto inhibitorio en células hematopoyéticas normales, ya
que impide la proliferacion tanto de las células leucémicas como de la poblacion
normal, aunque en una menor proporcioén (Bartolovic et al, 2004). Nuestros datos
sugieren que la frecuencia de CTM también se encuentra disminuida en pacientes
con LGC tratados con Imatinib. Ademas, éstos correlacionan con los datos in vitro
obtenidos por Fierro y colaboradores. Este grupo reporté que el tratamiento con
Imatinib in vitro disminuye el numero de CFU-F, y por lo tanto de CTM, comparado
con los cultivos sin tratar (Fierro et al, 2007). Nuestro estudio complementa estos
resultados al encontrar una disminucién en el nuimero de CFU-F en pacientes

tratados in vivo, lo cual no habia sido reportado.

Posteriormente, evaluamos el tamafio de las colonias generadas en los
ensayos de CFU-F para ver si el tratamiento con Imatinib in vivo afecta el potencial
proliferativo in vitro de las colonias producidas. Las colonias fueron clasificadas en

tres grupos, de acuerdo a su tamafio: pequefias (1-2 mm?), medianas (3-5 mm?) y
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grandes (>5 mm?). El 23% de las colonias de MON fueron pequefias mientras que
el 38% y el 39% fueron medianas y grandes, respectivamente (Figura 7A). En las
muestras de LGC-V no se encontraron diferencias con las de MON, siendo en un
13% pequenas, 34% medianas y 53% grandes (Figura 7B). De la misma manera,
las colonias de LGC-IM se comportaron de forma similar con respecto a los otros
dos grupos, ya que el 24% eran colonias pequenas, 44% medianas y el 32%

grandes (Figura 7C).

Finalmente, a pesar de que existe una disminucion en la frecuencia de CTM
en las muestras de LGC-V y LGC-IM, su tamafno es similar en los tres grupos. A
diferencia de lo que encontramos en este estudio, se ha reportado que el
tratamiento in vitro con Imatinib produce mas colonias pequefias en los cultivos de
CTM de individuos sanos (Fitter et al, 2008), lo cual no fue observado en nuestro
trabajo. Es importante resaltar que el sistema utilizado en el estudio referido fue
adicionando el farmaco in vitro, por lo cual la discrepancia con nuestros resultados
podria deberse a que durante los 14 dias de cultivo, el efecto del Imatinib
administrado in vivo se pierde con el tiempo, y es por esto que no observamos
diferencias entre las muestras de MON, LGC-V y LGC-IM.

6. Andlisis de la proliferacion de CTM de MON, LGC-V y LGC-IM
Para determinar si el tratamiento con Imatinib in vivo podria alterar el
crecimiento de las CTM, una vez que se cultivaran in vitro en ausencia del
farmaco, estudiamos la proliferacion de las células durante 12 dias. Para ello, se
sembraron 2.5x10°> CTM/ml en la RO y se contaron a diferentes dias del cultivo (3,
6, 9y 12 dias).

En la Figura 8, se puede observar la cinética de crecimiento de las CTM de
los tres grupos. La MON tiene una cinética ascendente hasta el dia 12 de cultivo,
lo cual indica que no se alcanzaron las condiciones de saturacion, ya que las CTM
presentan inhibicidn por contacto. A los 12 dias de cultivo, el numero de células se
incrementd 37.1 veces (rango 14.6-45), lo cual se puede observar en la Figura 9.

Por su parte, las CTM de LGC-V presentaron una cinética semejante, a pesar de
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haber alcanzado un incremento menor (23.8 veces, rango 6.7-41), el cual no fue
significativo. Finalmente, la cinética de LGC-IM tuvo un incremento celular menor a
los tres dias de cultivo, el cual conforme transcurrié el cultivo fue aumentando
hasta alcanzar, al dia 12, un incremento celular semejante al de LGC-V (24.8,

rango 0.6-74.7), sin haber encontrado diferencias entre los grupos.

En la literatura esta reportado que el Imatinib disminuye la proliferacion de
CTM in vitro en forma dosis dependiente (Fierro et al, 2007; Fitter et al, 2008) y
que incluso en algunos casos se mantiene un retraso en la proliferacion dos
semanas después de haber retirado el farmaco del cultivo (Melzer et al, 2004). En
estos trabajos, se observé que la disminucién de la proliferacién se debe a la
inhibicion de PDGF-R y sus vias de transduccion como ERK1/2 y PI3K/AKT
(Fierro et al 2007; Fitter et al, 2008).

Sin embargo estas observaciones fueron realizadas en sistemas in vitro
donde el Imatinib era adicionado al cultivo. Es posible que tanto el tiempo de
expansion que requiere nuestro modelo de estudio, como las dosis en las que se
administra el farmaco a los pacientes, permita que el Imatinib que alguna vez
estuvo en contacto con las células in vivo, se pierda conforme transcurre el cultivo,
por lo cual no observamos diferencias. Esto sugiere que las CTM pueden

recuperar su capacidad proliferativa una vez que se retira el farmaco.

7. Determinacion de la expresion de moléculas de adhesion

Las CTM expresan ciertas moléculas de adhesion que les permiten
interactuar tanto con las CTH como con otras células del microambiente medular
e incluso entre ellas mismas. Por esta razon, consideramos importante evaluar si
este patrén de expresion se encontraba alterado en las CTM de pacientes con
LGC sin tratamiento (n=12) y tratados con Imatinib (n=14), en comparacién con las
de MON (n=13). Las moléculas analizadas mediante citometria de flujo fueron las
siguientes: CD29 (integrina B1), CD49b (integrina o2), CD44 (HCAM), CD54
(ICAM-1), CD58 (LFA-3), y CD166 (ALCAM).
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En la Figura 10 se muestran los histogramas representativos de la expresién
de las distintas moléculas de adhesion analizadas. Como observamos en la figura,
de las moléculas estudiadas, la mas abundante en las CTM de MON fue CD44. En
la Tabla 2 encontramos el promedio del porcentaje de expresion, el cual fue de
76.3% * 18.8 de la poblacion. Para las muestras de LGC sin tratamiento
observamos un patrén similar (72.52% * 27.36%) y en las de LGC tratadas con
Imatinib el porcentaje de expresion fue mayor, aunque no significativo (92.09% =
11.89%). CD44 es el receptor al acido hialurénico presente en la matriz
extracelular. Esta proteina ya ha sido identificada en las CTM de MON y LGC por
otros grupos de investigacion (Lee et al, 2004; Tondreau et al, 2005; Kern et al,
2006; Carrara et al, 2007). De hecho, se ha observado que CD44 es muy
importante en la adhesién y migracién de las CTM. Zhu y colaboradores,
reportaron que la adhesidn al acido hialurénico se inhibe en presencia de
anticuerpos anti-CD44, lo cual, a su vez, suprime significativamente la migracion
de CTM en respuesta a PDGF (Zhu et al, 2006). Carrara et al observaron que las
CTM de pacientes con LGC sin tratamiento presentan una disminucion en la
expresion de CD44 (Carrara et al, 2007), sin embargo, nuevamente solo se realiz
en analisis en tres muestras de CTM, lo cual podria no ser representativo de la
poblaciéon. En forma contraria a lo referido, nosotros llevamos a cabo el analisis
realizando un muestreo mayor en 12 cultivos de CTM de LGC-V y no encontramos

diferencias en la expresion de CD44.

Por otra parte, en la Figura 10 también podemos observar que las moléculas
CD166 y CD58 presentaron una expresion similar a la de CD44. Como se muestra
en la Tabla 2, encontramos que en MON mas del 65% de la poblacion expresa,
CD166 y CD58 (68.7 £ 26.3 y 65.0 + 23.9, respectivamente), lo cual es similar a lo
que se observo en LGC-V y LGC-IM. Estas moléculas ya han sido identificadas en
las CTM, por nuestro grupo (Flores-Figueroa et al, 2006) y por otros autores
(Mingell et al, 2001; Thalmeier et al, 2001), sin embargo no se habian evaluado en
CTM de LGC. En el presente trabajo encontramos que CD166 y CD58 se

expresan en las CTM de estos pacientes, al igual que su contraparte normal, lo
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cual se observa tanto en las muestras de pacientes sin tratamiento como tratados

con Imatinib

Ademas, encontramos que otras moléculas de adhesién como CD29, CD54,
y CD49b se expresan de forma mas heterogénea en las CTM de MON, LGC-V y
LGC-IM. (Figura 10 y Tabla 2). Todas estas proteinas, ya se han reportado
expresadas en las CTM, al igual que otras integrinas y moléculas de adhesién y se
ha visto que tienen un papel muy importante en el establecimiento de
interacciones entre las CTM y su microambiente (Docheva et al, 2007). CD29 se
expreso en el 63.0% £ 33.0% de las CTM de MON vy la expresién fue similar en las
CTM de pacientes con LGC sin y con tratamiento. Hay algunos grupos que han
reportado que la interaccion entre CPH leucémicas y el estroma a través de CD29,
puede ser regulada por algunos tratamientos. Aunque CD29 se expresa en forma
normal en las CPH leucémicas, se ha demostrado que presentan defectos en la
adhesion mediada por esta molécula, pero no se ha estudiado la expresién de
CD29 en el microambiente hematopoyético de pacientes con leucemia. En nuestro
estudio encontramos que las CTM tanto de LGC-V como LGC-IM expresan CD29
de forma normal. Sin embargo, se podria esperar alteraciones en la expresion de
CD29 en las CTM de LGC-IM, de acuerdo a lo reportado en la literatura, ya que se
ha observado que el tratamiento de células estromales de médula 6sea con IFN-a
corrige las alteraciones en la adhesién mediada por CD29 observadas en las
células leucémicas (Konopleva et al, 2007). Nuestros datos indican que las CTM
de pacientes con LGC sin tratamiento y tratados con Imatinib cultivadas in vitro
presentan una expresion normal de CD29, pero no se puede descartar que in vivo
si se encuentre alterada, ya sea por la presencia de células leucémicas y/o el
farmaco. Por su parte, CD54 y CD49b mostraron una expresién un poco mas
baja, ya que en MON el 45.5% * 27.4% de la poblacion expresé CD54, mientras
que CD49b se observé en el 28.1% * 23.0% de las células. La expresion de estos
antigenos fue muy similar en los tres grupos, presentandose el mismo patrén en
las muestras de LGC-V y LGC-IM al compararlas con su contraparte normal (Tabla
2). Carrara et al, estudiaron la expresion de estas moléculas tanto en CTM de

MON como de LGC-V y encontraron un patrén similar al observado en nuestro
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estudio (Carrara et al, 2007). Sin embargo, nuestro trabajo es el primero en
reportar la expresion de estas moléculas en CTM de pacientes tratados con
Imatinib, encontrando que no hay diferencias con las CTM de MON y LGC-V.
Finalmente, en conjunto, nuestros resultados muestran que las CTM de
MON, LGC-V y LGC-IM expresan moléculas de adhesién importantes para las
CTM, de acuerdo a lo ya reportado por otros grupos. Ademas, encontramos que
las CTM de pacientes con LGC sin y con tratamiento presentan un patrén similar
de expresion al compararlas con su contraparte normal (Tabla 2). Como se
menciond anteriormente, es posible que no hayamos encontrado diferencias entre
las CTM de los diferentes grupos, ya que en nuestro modelo de estudio las CTM
son aisladas y cultivadas in vitro. Por esta razén, no debe descartarse que la
expresion de las diversas moléculas de adhesion pueda estar alterada en las CTM
de los pacientes, ya que podrian ser modificadas por la interaccion tanto con

células leucémicas como por la presencia del farmaco in vivo.

8. Cuantificacion del potencial de diferenciacion osteogénico y adipogénico

8.1 Expresion de osteocalcina en las CTM bajo induccidon osteogénica

Para tener un analisis cuantitativo de la capacidad de diferenciacion
osteogénica y poder determinar con mayor precision el efecto del tratamiento con
Imatinib en este proceso, se determind la expresion de osteocalcina (OCN)
mediante citometria de flujo. Esta proteina es sintetizada por los osteoblastos y es
utilizada como marcador de estas células (Liu et al, 2003). La cuantificacion se
realizd en las CTM de los tres grupos, después de haber sido inducidas a
osteoblastos durante 3 semanas (MON n=5; LGC-V n=5; LGC-IM n=5).

En el panel A de la Figura 11, se muestran los histogramas representativos
de cada grupo de CTM sin induccion, y de forma interesante, se puede observar
que las CTM de los tres grupos expresan OCN aun sin haber sido expuestas a
medio osteogénico. En el Panel C de la Figura 11 se muestra el promedio y
desviacién estandar del porcentaje de células positivas para ostocalcina, donde
encontramos que en los cultivos de CTM de MON el 13.3% * 8.4% de las células

sin induccioén expresaron OCN, mientras que en los cultivos de LGC-V y LGC-IM
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fue alrededor del 12.9% * 10.7 y 8.2% = 3.2%, respectivamente. Los datos
anteriores muestras que no hubo diferencias significativas entre los grupos de
estudio. En la literatura, no hay reportes de como se expresa la OCN a nivel de
proteina en las CTM, sin embargo, si hay algunos datos a nivel de ARN
mensajero. Zhao y colaboradores analizaron la capacidad osteogénica de CTM de
pacientes con LGC utilizando como marcador el ARN mensajero de la OCN. En
este trabajo se logré amplificar el mensajero solo en aquellos cultivos que fueron
inducidos a osteoblastos y no asi en las CTM sin induccién (Zhao et al, 2006). Sin
embargo, en este trabajo, las CTM sin diferenciar fueron cultivadas en presencia
de PDGEF, el cual, como ya se ha mencionado, es capaz de inhibir la expresion de
OCN (Tokunaga et al, 2008). Este sistema de cultivo pudo haber alterado la
expresion basal de esta proteina en las CTM, la cual si fue observada en nuestro
trabajo, ya que el medio de cultivo utilizado no contenia PDGF.

En el panel B de la Figura 11 se muestran los histogramas representativos
las CTM de los tres grupos después de haber sido cultivadas bajo induccién
osteogénica. Aqui se observa que en los cultivos de MON en condiciones
osteogénicas, el 74.3% = 10.9% de las células fueron positivas para OCN,
mientras que para LGC-V, el 65.5% + 23.2% expresaron la proteina después de la
induccion y este porcentaje fue similar en las muestras de LGC-IM, siendo del
66.1% * 30.1% (Figura 11C). Estos datos indican que en los cultivos bajo
condiciones  osteogénicas, la expresibn de osteocalcina aumentd
significativamente en los tres grupos al compararlos con los cultivos control. Sin
embargo no se encontraron diferencias entre las muestras bajo induccion de los
tres grupos. Cabe mencionar que en los analisis de diferenciacion osteogénica
realizados para la caracterizacién de las CTM, también encontramos que las CTM
sin induccion eran capaces de depositar matriz mineralizada, ya que fueron
positivas para la tincion de Von Kossa. Sin embargo, la coloracién café fue de
menor intensidad en comparacion con los cultivos bajo condiciones osteogénicas
(datos no mostrados). Estas observaciones correlacionan con los datos de la
expresion de OCN, donde la induccion de la diferenciacion resultd en un

incremento en la expresion de la proteina.
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En nuestro modelo de estudio encontramos que las CTM de LGC-V se
diferencian a osteoblastos de forma similar a las de MON, y lo mismo observamos
para las células de LGC-IM. Sin embargo, de acuerdo a lo reportado con
anterioridad se podria esperar un incremento en la expresiéon de OCN en los
cultivos de CTM de pacientes con LGC tratados con Imatinib. Se ha observado
que el PDGF tiene efectos inhibitorios en la osteogénesis y que éstos pueden ser
contrarrestados por el tratamiento con Imatinib (O’Sullivan et al, 2007). Esto se
debe a que el PDGF estimula la proliferacion de osteoprogentiores y CTM a
expensas de la diferenciacion, inhibiendo la expresion de marcadores
osteoblasticos y la deposicion de matriz mineralizada (Hock y Canalis, 1994;
Kubota et al, 2002; Chaudhary et al, 2004; O’Sullivan et al, 2007; Tokunaga et al,
2008)

En congruencia con lo anterior, se ha reportado que el tratamiento con
Imatinib provoca alteraciones en el metabolismo mineral y un incremento en la
masa 6sea de pacientes tratados (Grey et al, 2006; Berman et al, 2006; Fitter et al,
2008). Ademas, estos efectos se deben a que el Imatinib provoca un aumento en
la diferenciacion y funcionalidad osteoblastica tanto in vitro como in vivo al inhibir
al PDGF-R (O’Sullivan et al, 2007; Fitter et al, 2008). En la literatura, s6lo hay un
trabajo que reporta que el Imatinib disminuye la diferenciacién osteogénica. Fierro
y colaboradores reportaron que al cultivar CTM humanas bajo induccion
osteogénica en presencia de Imatinib, hay una disminucién en la actividad de la
fosfatasa alcalina (Fierro et al, 2007). Sin embargo, esto podria deberse a un
efecto indirecto, ya que el Imatinib inhibe la proliferacion y al cuantificar la
actividad global de la fosfatasa alcalina en un cultivo, la reduccion en el numero de
células podria contribuir a la disminucién en la actividad enzimatica.

Por esta razon, se requiere de cuantificaciones mas finas que permitan

evaluar la expresion de marcadores en células individuales. Nuestro estudio
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contribuye en este aspecto, ya que demostramos que la cuantificacion de OCN
mediante citometria de flujo, permite analizar la diferenciacion osteogénica,
obteniendo un porcentaje de expresion, lo cual genera un dato mas especifico.

Ademas, a pesar de que in vitro se ha observado una alteracién en la
diferenciacién osteogénica de las CTM cuando se cultivan en presencia de
Imatinib y que in vivo los pacientes presentan cambios a nivel 6seo, en nuestro
estudio no encontramos diferencias en la diferenciacion de las CTM hacia
osteoblastos. Esto podria deberse a que en nuestro modelo los analisis de
diferenciacion se hicieron en las CTM en cultivo y en ausencia del farmaco.

De forma interesante, encontramos que en algunos cultivos expuestos a
medio osteogénico, también se indujo la formacién de adipocitos. O Sullivan y
colaboradores, reportaron que en los cultivos osteogénicos tratados con Imatinib in
vitro era posible observar células con vacuolas lipidicas, por lo que sugieren que el
Imatinib ademas de inducir osteogénesis, es capaz de promover la adipogénesis.
Sin embargo, la presencia de adipocitos en los cultivos analizados en nuestro
trabajo se presentd tanto en los cultivos de MON como en los de LGC-V y LGC-
IM. Por esta razén, analizamos mas a detalle la diferenciacion adipogénica para

ver si hay un efecto o no en la generacion de células adiposas.

8.2 Capacidad de diferenciacion adipogénica de las CTM

En la determinacion de la capacidad adipogénica de las CTM como parte de
su caracterizacion, la metodologia utilizada fue sélo cualitativa y para estudiar si
esta capacidad se encontraba alterada en las CTM de pacientes con LGC sin y
con tratamiento, requeriamos de un analisis mas preciso. Con este fin, se
estandarizé la cuantificacion del potencial adipogénico utilizando la tincion de rojo
oleoso, colorante que se une a grasas neutras y tifie a los lipidos de color rojo
brillante. Para esto, se tripsinizaron los cultivos después de una semana bajo
induccién adipogénica. Posteriormente, se hicieron frotis con la ayuda de una
citocentrifuga y se tifieron con rojo oleoso para visualizar bajo el microscopio a las

células con vacuolas lipidicas. De esta forma, se contaron 300 células en total
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(negativas y positivas) en cuadrantes al azar, lo cual permitié calcular el porcentaje
de adipocitos presentes en cada muestra. En el Panel A de la Figura 12 se
muestra una foto representativa de un frotis de cada grupo y se aprecian células
positivas para rojo oleoso, las cuales presentan vacuolas tefidas de color rojo
brillante, indicando la presencia de adipocitos. Ademas, se pueden observar
células negativas para la tincion de rojo oleoso contratefiidas con hematoxilina, las
cuales no se diferenciaron y no presentaron vacuolas lipidicas.

Como se observa en el Panel B de la Figura 12, en las muestras de MON
(n=5) observamos una induccion del 25.3% (rango 12%-43%), mientras que el
promedio de las muestras de LGC-V (n=5) y LGC-IM (n=5) fue un poco menor,
siendo del 17.4% (rango 2.4%-35.4%) y 19.5% (rango 6.8%-27.5%),
respectivamente. A pesar de haber observado una tendencia a la disminucién en
el potencial adipogénico en las muestras de LGC, la heterogeneidad de los
cultivos no permiti6 observar diferencias y encontramos que el potencial
adipogénico de las CTM de LGC-V y LGC-IM es similar al de su contraparte
normal.

Nuestros resultados concuerdan con reportes anteriores que muestran que
las CTM derivadas de pacientes con LGC son capaces de producir adipocitos
identificados mediante la tincidon de rojo oleoso, ademas de expresar moléculas
propias de este linaje como la lipasa de lipoproteina (Zhao et al, 2006). Sin
embargo, se podria esperar observar diferencias en las CTM de LGC-IM ya que
algunos estudios han reportado que este farmaco puede influir en la diferenciacion
adipogénica de las CTM in vitro. Por un lado, se ha encontrado que al cultivar
CTM bajo induccion adipogénica en presencia de Imatinib, aumenta el numero de
células con vacuolas lipidicas (Fierro et al, 2007). Sin embargo, la forma de
cuantificacion utilizada por este grupo, fue sesgada, ya que sélo se contd el
numero de adipocitos en un cuadrante del cultivo y eso se extrapolé a todo el
cultivo. Nosotros hemos observado que los adipocitos se encuentran concentrados

en forma de racimos en algunas zonas del cultivo, y mientras algunas regiones
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pueden contener muchos adipocitos, otras pueden no presentarlos. Por esta
razon, la metodologia de analisis utilizada en nuestro trabajo, permite la
cuantificacion homogénea de los frotis obtenidos de los cultivos y tefidos con rojo
oleoso para corroborar la diferenciacion. Por otro lado, se ha reportado que el
Imatinib es capaz de aumentar la expresién de marcadores de linaje adipocitico,
como los factores de transcripcion PPARy2 y C/EBPa, asi como ALBP (Fitter et
al, 2008). Los cambios reportados en la literatura podrian deberse a que el PDGF
es capaz de regular negativamente la diferenciacion adipogénica (Vazziri et al,
1996; Riccort et al, 1997; Artemenko et al, 2005), y el Imatinib, al inhibir al receptor
de esta citocina, impide su accion y contrarresta sus efectos inhibitorios sobre la
adipogénesis, aumentando asi la diferenciacion de CTM hacia este linaje celular.

En nuestro modelo no observamos diferencias entre las muestras de
pacientes sin y con tratamiento con Imatinib, a pesar de que podria esperarse el
aumento en la osteogénesis y adipogénesis en las muestras de LGC-IM, de
acuerdo a lo referido. Cabe mencionar que los trabajos referidos utilizan modelos
en los cuales las CTM son inducidas a osteoblastos y adipocitos en presencia de
Imatinib in vitro, mientras que en el presente estudio se analizé el potencial de las
CTM derivadas de pacientes tratados con el farmaco. Es probable que el efecto
del Imatinib se pierda con el tiempo, ya que en nuestro estudio el Imatinib ya no se
encuentra presente durante los cultivos de induccion, lo cual sugiere que los
efectos que tiene el farmaco sobre la diferenciacién osteogénica y adipogénica de
las CTM son reversibles. Una vez que las células son cultivadas in vitro en
ausencia del farmaco, sus potenciales de diferenciaciéon son similares a los de las
CTM derivadas de MON y LGC-V.

9. Andlisis de la respuesta de las CTM a la estimulacién con PDGF
A pesar de la evidencia que apoya el efecto del Imatinib en la proliferacion y
diferenciacion de las CTM tanto in vitro, como in vivo, nuestros resultados indican
que una vez, que las CTM son tomadas del paciente y expandidas in vitro, el
efecto del farmaco se pierde. Para poder corroborar que el PDGF-R no se

encontraba comprometido o bloqueado por el Imatinib, evaluamos de forma
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indirecta su estado de activacion. Esto lo hicimos determinando si las CTM de
MON, LGC-V y LGC-IM eran capaces de responder al estimulo mitogénico
mediado por PDGF. Lo anterior nos permitiria inferir si el PDGF-R se encuentra

bloqueado o no por el Imatinib administrado in vivo.

Primero, analizamos la presencia de los receptores de citocinas, PDGF-R y
c-Kit, ya que sabemos que el Imatinib puede interactuar con ambos y nos
interesaba saber como se expresan en las CTM de los tres grupos. Como se
muestra en la Figura 13, encontramos que el PDGF-R se encuentra expresado en
mas del 95% de las células sin haber diferencias significativas entre las CTM de
MON, LGC-V y LGC-IM. Esto concuerda con la literatura, ya que se ha reportado
que este receptor se expresa en CTM de forma constitutiva y en niveles altos
(Tokunaga et al, 2008). Ademas, a pesar de que el Imatinib es capaz de inhibir la
actividad del PDGF-R, se ha observado que no reduce su expresion (Buchdunger
et al, 2000). En cuanto, al receptor de SCF (c-Kit), lo observamos en menos del3%
de la poblacion. Colter et al, encontraron que c-Kit se expresa sélo en una
subpoblacion de CTM, la cual corresponde a un subtipo de células pequefias con
gran potencial de autorenovacion (Colter et al, 2001), las cuales podrian
representar el 3% que nosotros encontramos como positivas para esta proteina.
Lo anterior sugiere que el efecto que pudiera tener el Imatinib en las CTM podria
estar mediado principalmente por la inhibicién del PDGF-R, ya que la expresion de

c-Kit es muy baja.

En la Figura 14 se muestra el incremento en veces en el numero de CTM al
final del cultivo (dia 12) en ausencia o presencia de PDGF (10ng/ml). Este
incremento se define como el cociente del numero de células obtenidas al dia 12
de cultivo y el numero de células sembradas en dia 0. En la grafica observamos,
que al final del cultivo, los CTM de MON sin induccién alcanzaban a incrementar
su numero 37.1 £ 16.9 veces, mientras que, en presencia de PDGF, lo hacian
78.2 £ 16.8 veces. Por su parte, las CTM de LGC-V también fueron estimuladas,

aumentando de 23.8 +11.6 a 66.2 + 21.3 veces. De forma similar, la células de
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LGC-IM incrementaron su numero de 24.8 + 21.9 a 69.2 + 36.9 veces. Los
resultados concuerdan con lo reportado, ya que se ha visto que al agregar PDGF
a cultivos de CTM, éste activa a su receptor y es capaz de aumentar la
proliferacion de las células (Tokunaga et al, 2008). Estos datos indican que las
CTM de los tres grupos de estudio son capaces de responder al PDGF,
aumentando su proliferacion comparado con los cultivos en ausencia de esta
citocina, Lo anterior confirma que en el cultivo, el PDGF-R no se encuentra
inhibido por el Imatinib y las CTM son responsivas a su ligando. Los resultados de
este analisis explican los datos obtenidos en nuestro estudio, ya que no
observamos diferencias en los potenciales proliferativos y de diferenciaciéon de las
CTM de MON, LGC-V y LGC-IM, lo cual se debe a que el PDGF-R es funcional y

no se encuentra inhibido por el Imatinib.
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IX. DISCUSION GENERAL

El presente trabajo es el primero en obtener y estudiar a las CTM de
pacientes con LGC tratados con Imatinib y compararlas con CTM de individuos
sanos y pacientes con LGC sin tratamiento. Los grupos de investigacién que han
estudiado a las CTM de LGC, se han enfocado en pacientes sin tratamiento. En el
trabajo publicado por Jootar, se estudiaron las CTM de 11 pacientes recién
diagnosticados que no habian recibido tratamiento (Jootar et al, 2006). Zhao et al,
por su parte, a pesar de haber estudiado a las CTM de pacientes con LGC bajo
diferentes tratamientos, los analizaron como un solo grupo experimental (Zhao et
al, 2006). En este estudio, se trabajé con 8 pacientes sin tratamiento, 7 bajo
tratamiento con hidroxiurea, 3 pacientes que recibieron este farmaco antes del
estudio y 2 pacientes que recibieron IFN-a al menos 3 meses antes de realizarlo.
Ambos reportes concuerdan con los datos obtenidos en nuestro estudio, donde
encontramos que las CTM de pacientes con LGC sin tratamiento tienen un
inmunofenotipo normal y mantienen su multipotencialidad, al igual que las CTM de
MON.

Ademas, a través de una técnica altamente sensible, corroboramos que
éstas carecen del rearreglo BCR-ABL presente en las células hematopoyéticas de
estos pacientes. A diferencia de otras enfermedades hematopoyéticas (sindromes
mielodisplasicos, mieloma multiple y leucemia mieloide aguda) donde se ha
observado que las CTM y el microambiente se encuentran alteradas aun en
condiciones in vitro (Wallace et al, 2001; Flores-Figueroa et al, 2005; Arnulf et al,
2007; Blau et al, 2007; Garderet et al, 2007; Flores-Figueroa et al, 2008), las CTM
de LGC presentan caracteristicas normales en cultivo. Sin embargo, no se debe
descartar que in vivo, si puedan ser modificadas, ya que recientemente se
encontré que las células hematopoyéticas leucémicas pueden provocar cambios
en el microambiente y alterar el comportamiento de células normales (Colmone et
al, 2008). De acuerdo a esto, cuando analizamos la frecuencia de CTM en la
médula ésea encontramos que en los pacientes con LGC la frecuencia de CTM en
médula 6sea se encuentra disminuida al compararla con su contraparte normal.

Esto es interesante ya que, esta reduccion podria deberse a la interaccion entre
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células leucémicas y CTM in vivo, la cual podria alterar el numero de CTM en la
médula 6sea. Lo datos obtenidos podrian sugerir que la frecuencia de CTM se
encuentra disminuida en pacientes con LGC, sin embargo se requieren mas
estudios para establecer las causas de esta reduccion.

Finalmente, comparamos a las CTM de MON y LGC-V con las de LGC-IM, y
encontramos que estas ultimas tienen un inmunofenotipo normal y que no
presentan el rearreglo BCR-ABL, al igual que las de LGC-V, lo cual no habia sido
reportado con anterioridad.

Asimismo, encontramos que la frecuencia de CTM en pacientes con LGC
tratados con Imatinib se encuentra disminuida, de la misma forma a lo observado
en las muestras de LGC-V. Ya que en estas muestras no se esperarian cambios
en las poblaciones celulares dentro de la fraccion de CMN, esta reduccion podria
deberse a que el Imatinib puede inhibir la proliferacién de las CTM in vivo, de
forma similar a lo que se ha observado in vitro (Fierro et al, 2007; Fitter et al,
2008), lo cual provocaria que su proporcion dentro de la médula ésea se reduzca
durante el tratamiento. Ademas, como mencionamos, estos pacientes aun
presentan células hematopoyéticas malignas, por lo que también podrian influir en
las CTM. Este es el primer reporte que hay respecto al efecto del Imatinib in vivo
en la frecuencia de CTM.

Por otra parte, observamos que los potenciales de proliferacion vy
diferenciacién in vitro no se encuentran alterados en las CTM de paciente tratados
con Imatinib. En nuestros analisis de proliferacion, las CTM de LGC-IM mostraron
una capacidad proliferativa similar a las de MON y LGC-V. Por otro lado, para los
estudios de diferenciacion osteogénica y adipogénica, se utilizaron analisis mas
cuantitativos, mediante los cuales encontramos que los potenciales de las CTM de
LGC-IM son similares a los de MON y LGC-V.

Como se ha mencionado, estudios in vitro han demostrado que el Imatinib
puede modificar la proliferacion y diferenciaciéon de las CTM al ser cultivadas en
presencia del farmaco (O’Sullivan, 2007; Fierro et al, 2007; Fitter et al, 2008).
Ademas, este efecto también se ha observado in vivo, ya que los pacientes

tratados con Imatinib presentan alteraciones en el metabolismo mineral y un
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incremento en la masa 6sea (Grey et al, 2006; Berman et al, 2006, Fitter et al,
2008). En nuestro estudio, no observamos diferencias en los resultados obtenidos
de los analisis de proliferacion y diferenciacion de las CTM. Esto probablemente
se deba a que en nuestro modelo, los analisis se llevaron a cabo en ausencia del
farmaco, ya que el objetivo principal de nuestro estudio fue determinar si el
tratamiento con Imatinib administrado en los pacientes con LGC era capaz de
alterar y sensibilizar a las CTM, de forma que modificara su potencial proliferativo
y de diferenciacion, una vez aisladas y puestas en cultivo. Se ha observado que
las CTM son altamente sensibles a los tratamientos basados en quimioterapia y
radiacion y sufren alteraciones a largo plazo (Galotto et al, 1999; Banfi et al, 2001;
Ben-Ishay y Barak, 2001). Las CTM de pacientes con LGC con tratamiento con
Imatinib analizadas en nuestro trabajo, no fueron expuestas al farmaco durante el
cultivo, lo cual nos permitié determinar si el efecto que pudiera tener in vivo es o

no reversible.

Con lo resultados obtenidos, podemos decir que, efectivamente, el efecto del
Imatinib es reversible en cuanto a los parametros evaluados, ya que las CTM de
LGC-IM presentaron un potencial de proliferacion y diferenciacion parecido a las
CTM de MON y LGC-V. Ademas, al encontrar que las CTM de pacientes tratados
con Imatinib eran capaces de responder al estimulo mitogénico de PDGF, se
confirmo que el farmaco ya no se encuentra en las células inactivando al receptor
de esta citocina, corroborando de forma indirecta, que la inhibicién es reversible.
En un trabajo publicado por nuestro grupo, se encontré que cuando se aislan
células troncales hematopoyéticas de pacientes con LGC tratados con Imatinib, no
es posible detectar el rearreglo BCR-ABL, debido a que el numero de células
leucémicas en la muestra es muy pequefio. Sin embargo, conforme se mantienen
en cultivo, la clona leucémica aparece y es posible amplificar el rearrelgo mediante
PCR anidado (Chavez-Gonzalez et al, 2006). Esto sugiere, que al principio del
cultivo, la clona leucémica se encuentra inhibida por el Imatinib, pero con el paso
del tiempo en cultivo, el farmaco pierde su efecto y la clona reaparece. Lo anterior
concuerda con lo que nosotros observamos en las CTM de estos pacientes, y

confirma que el efecto del Imatinib es reversible, tanto en las células
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hematopoyéticas como mesenquimales, ya que ambas son capaces de

sobreponerse a la inhibicion mediada por este farmaco.

Los resultados de nuestro estudio tienen una implicacion clinica muy
importante. Como ya se ha mencionado, el potencial de diferenciacion de las CTM
hace que éstas sean una fuente atractiva de células para terapia celular. El hecho
de que las CTM de los pacientes de LGC sin y con tratamiento con Imatinib,
tengan la capacidad de diferenciarse a condrocitos, adipocitos y osteoblatos, hace
que estas células puedan ser utilizadas para terapia celular. Ademas, el que las
CTM de LGC proliferen y se expandan de la misma forma que las derivadas de
individuos sanos, permitiria que los pacientes con LGC reciban un transplante de
su propias CTM y sean co-infundidas con células hematopoyéticas alogénicas, lo
cual podria incrementar el injerto de estas ultimas. Por otra parte, aunque ya se ha
observado que las CTM de LGC tienen la capacidad de suprimir la actividad de
linfocitos T (Zhao et al, 2008), aun no se sabe si las CTM de LGC-IM se
comportan de la misma manera. Si se estudia la capacidad que tienen las CTM de
estos pacientes para regular la respuesta inmune y tratar la enfermedad de injerto
contra hospedero, también podrian ser utilizadas con este fin, mejorando el éxito
del transplante de médula ésea. Finalmente, todo lo anterior podria contribuir a

aumentar la eficiencia y las posibilidades de tratamiento de estos pacientes.
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X. CONCLUSIONES

De acuerdo a los datos obtenidos podemos afirmar que, a pesar de que la
frecuencia de las CTM en la médula ésea de pacientes con LGC sin tratamiento se
encuentra disminuida, éstas tienen caracteristicas normales in vitro, ya que su
inmunofenotipo y su potencial proliferativo y de diferenciacion son similares al los
de las CTM de médula 6sea de individuos sanos. De la misma forma, aunque la
frecuencia de CTM en la médula 6sea de pacientes con LGC tratados con Imatinib
también se encuentra reducida, los patrones de expresion y la capacidad
proliferativa y de diferenciacion en cultivo son similares a los de las CTM de LGC
sin tratamiento y de médula 6sea normal. Lo anterior indica que la alteracion
provocada por el posible efecto de las células leucémicas y/o el tratamiento con
Imatinib es reversible, permitiendo que las CTM de pacientes con LGC sin

tratamiento y tratados con el farmaco presenten caracteristicas normales in vitro.

Xl. PERSPECTIVAS
Es importante hacer énfasis en que los parametros analizados para evaluar
la funcionalidad de las CTM no fueron exhaustivos, por lo que sera necesario

estudiar otros aspectos.

En cuanto a lo observado en el analisis morfolégico, seria interesante
analizar si las células con morfologia neural observadas en los cultivos expresan
marcadores neurales y si hay diferencias en esta expresion entre los diferentes
subtipos morfolégicos encontrados. Se requiere hacer mas estudios para
caracterizar con mayor profundidad a los diferentes tipos celulares identificados en

nuestro trabajo y realizar ensayos funcionales para ver si son distintos entre ellos.

Sabemos que en el desarrollo y progresion de la LGC estan implicadas
muchas alteraciones que llevan a una adhesion celular aberrante y una
desregulacion de la hematopoyesis. A pesar de que, las CTM de LGC estudiadas
en nuestro trabajo presentaron un patrén de moléculas de adhesion similar al de
MON, seria importante evaluar la capacidad que tienen estas células para
interactuar con células hematopoyéticas tanto normales como leucémicas.

Ademas, se podria estudiar la produccién de citocinas y moléculas de matriz
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extracelular, asi como la capacidad de sostener la hematopoyesis in vitro.
Asimismo, como ya se ha observado que las células leucémicas pueden influir en
el microambiente, seria interesante estudiar si la interaccion con células malignas
altera las caracteristicas y funciones de las CTM.

Al observar que las CTM de pacientes con LGC tratados con Imatinib
responden a PDGF, inferimos que el receptor no se encuentra inhibido por el
farmaco y es capaz de ejercer sus funciones. Sin embargo, para corroborar lo
anterior, se deben realizar mas estudios, en los que se determine de forma mas
directa el estado de activacién del receptor, lo cual podria evaluarse mediante
ensayos de fosforilacion y analisis de las vias de transduccion activadas por el
PDGF-R.

Finalmente, en cuanto al posible uso de estas células para terapia celular. En
este trabajo, determinamos cuantitativamente que las CTM de LGC sin y con
tratamiento pueden diferenciarse a osteoblastos y adipocitos en forma similar a las
de MON. No obstante, el analisis de la diferenciacién condrogénica fue cualitativo,
por lo que deberan hacerse mas estudios que permitan establecer de forma mas
precisa si esta capacidad se encuentra alterada. Ademas, se podria estudiar el
potencial que tienen estas células para inhibir la activacién de linfocitos T y de esta
manera regular la respuesta inmunologica para ser utilizadas en el tratamiento de

enfermedad de injerto contra hospedero.
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