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RESUMEN

La hematopoyesis es el proceso fisiolégico mediante el cual se desarrollan todas las
células maduras de la sangre a partir de las células troncales hematopoyéticas (CTH).
Estas células, en el caso del humano presentan un inmunofenotipo CD34* CD38 Lin-,
siendo el primero un marcador primitivo de estas células, el segundo uno de
progenitores y el tercero de células maduras; y se pueden obtener de tres fuentes:
médula 6sea, sangre periférica movilizada y sangre de cordén umbilical, de las cuales,
la ultima, es la de mas facil acceso y cuyas células tienen mayor capacidad de
proliferacion y expansion.

Por otro lado, las células estromales mesenquimales son capaces de
diferenciarse a adipocitos condrocitos y osteocitos. Los adipocitos son células
encargadas del procesamiento y almacenamiento de los lipidos y estan en estrecho
contacto con las células hematopoyéticas en médula ésea.

Existen diversos estudios que plantean que las CTH pueden diferenciarse a
linajes distintos al sanguineo, esta capacidad se conoce como plasticidad, pero dichos
estudios aun son muy controvertidos. La diferenciacion de CTH a adipocitos no es la
excepcidn, diversos autores han trabajado con modelos murinos y plantean esta
posibilidad.

En esta tesis se observé el comportamiento de las CTH humanas de sangre de
corddn umbilical en un medio de diferenciaciéon adipogénica con el fin de contribuir a la
resolucion de la controversia de la plasticidad de estas células hacia adipocitos.

Para ello se utilizaron células CD34* CD38" Lin" y se cultivaron in vitro bajo la
influencia unicamente de factores solubles. Se utilizaron cuatro protocolos de cultivo
distintos: el control (condiciones hematopoyéticas durante todo el cultivo), el de una fase
(condiciones adipogénicas durante todo el cultivo), el de dos fases (una fase en
condiciones hematopoyéticas y la otra en condiciones adipogénicas) y el de tres fases
(similar al de dos fases pero con una fase intermedia de medio rico en suero fetal
bovino).

A partir de ellos se compard la viabilidad de las células, el aumento o
disminucion de las mismas durante el cultivo, el cambio en el numero de progenitores
hematopoyéticos, el porcentaje de células tanto adherentes como no adherentes que se
tinen con rojo oleoso, mostrando la presencia de lipidos internos y la expresién de

genes que generalmente se aceptan como marcadores relacionados al linaje



adipocitico. Por otro lado se cultivaron células CD163" y CD163  (marcador de
macrofagos) bajo los mismos protocolos para notar si la tincion observada de rojo
oleoso se relaciona con la poblacion de macrofagos.

Se observo que el medio adipogénico no favorece la viabilidad, la proliferacion ni
el mantenimiento de progenitores hematopoyéticos en comparaciéon con el medio
hematopoyético. También que hay un bajo porcentaje de células tefiidas con rojo oleoso
en la fraccion no adherente y uno alto en la fraccién adherente, pero no es diferente
entre ambos medios. Tampoco se observd una diferencia significativa en la expresion
de genes adipogénicos entre las células que estan en medio hematopoyético y las que
estan en medio adipogénico, pero si fue significativamente menor con respecto a los
adipocitos derivados de células mesenquimales cultivados con el mismo medio
adipogénico.

Se observé una tendencia hacia un incremento en el porcentaje de células
positivas a rojo oleoso en la poblacion CD163" asi como mayor uniformidad en dicho
porcentaje que en la CD163  donde la poblacion es mas heterogénea.

La tincidn de rojo oleoso es normalmente usada para tefir adipocitos, sin
embargo esta se observé en los macréfagos, y tal vez en otras células sanguineas que
también presentan lipidos internos. Ademas se observd bajo condiciones de cultivo
hematopoyético y adipogénico, la expresion de los genes LPL y PPARyY2 que son
igualmente aceptados como marcadores adipogénicos. Por lo tanto, aunque las células
hematopoyéticas presentan caracteristicas adipociticas no se observd una
diferenciacion de estas a adipocitos puesto que no hay diferencia de dichas
caracteristicas entre las células que estuvieron en condiciones hematopoyéticas y
adipogénicas. En este sistema no hubo adipogénesis a partir de células

hematopoyéticas humanas.



ABSTRACT

Hematopoiesis is defined as the physiological process in which mature blood cells are
developed from hematopoietic stem cells (HSC). In human, these cells are defined
immunophenotipically as CD34* CD38 Lin cells. CD34 is a primitive marker, CD38 a
progenitor marker and Lineage are all the markers of mature cells. They can be found in
three sources: Bone marrow, mobilized peripheral blood and umbilical cord blood, being
the latter the one with the easiest access and with the more capable cells in terms of
proliferation and expansion.

On the other hand, mesenchymal stromal cells are able to differentiate into
adipocytes, chondrocytes and osteocytes. The adipocytes are the cells in charge of
processing and storage of lipids and are in constant contact with hematopoietic cells in
bone marrow.

There are many studies suggesting that hematopoietic cells can differentiate into
lineages other than blood. This ability is known as plasticity, but these are still
controversial studies. Differentiation from hematopoietic to adipocytes cells is not the
exception, some authors have worked with murine models in this subject and have set
this possibility.

In this thesis, human HSCs form umbilical cord blood were observed under
adipogenic differentiation conditions, in order to contribute to the resolution of the
controversy in plasticity of these cells into adipocytes.

For this, CD34" CD38 Lin cells from cord blood were cultivated in vitro under the
only influence of soluble factors in the media. These under four different culture
protocols: control (hematopoietic conditions throughout the culture), one phase
(adipogenic conditions throughout the culture), two phases (the first one with
hematopoietic conditions and the second with adipogenic conditions), and three phases
(similar to the two phases protocol but with an intermediate phase of an enriched media
with fetal bovine serum).

Based on them, we compared cell viability, increase or decrease in cell number, change
in the number of hematopoietic progenitors, frequency of Oil Red O positive cells both in
adherent and non-adherent cells, showing the presence of internal, and the expression
of genes normally accepted as adipocyte markers. On the other hand, we cultivated
CD163" and CD163" (macrophage marker) cells under the same protocols to see if Oil

Red O positivity was due to the macrophage population.



It is observed that the adipogenic media affects the viability, proliferation, number
of progenitors compared to the hematopoietic media. Also, there is a low frequency of
positive Oil Red O cells in the non-adherent fraction and a high one on the adherent
fraction, but there is no difference between both media. There wasn't either a significant
difference in the expression of adipogenic genes between cells developed in
hematopoietic media and adipogenic media. But it was significant between them and the
positive control of adipocytes differentiated from mesenchymal cells with the same
adipogenic media.

We observed a tendency of the CD163* population to have a higher frequency of
Oil Red O positive cells and greater homogeneity in that frequency than in the CD163"
population, which is more heterogeneous.

Oil Red O is normally used to dye adipocytes, however, it is also observed in
macrophages and maybe in other blood cells that present internal lipids, there was also
observed in cells equally under hematopoietic or adipogenic conditions, the expression
of LPL and PPARy2 even though they are generally accepted as adipogenic markers.
Therefore, even when hematopoietic cells present adipogenic characteristics, there was
no differentiation from these cells to adipocytes since there was no difference of such
characteristics between cells that were in hematopoietic or adipogenic conditions. In this

system, there wasn’t any adipogenesis observed from human hematopoietic cells.



1. INTRODUCCION

1.1 MARCO TEORICO

1.1.1 HEMATOPOYESIS

La hematopoyesis es el proceso mediante el cual células primitivas conocidas
como troncales hematopoyéticas (CTH), se autorrenuevan, proliferan y se
diferencian hacia los distintos linajes del tejido sanguineo (Mayani et al., 2007).
Esto sucede en la médula ésea del adulto, mientras que en la etapa fetal, las
primeras células sanguineas se observan en un tejido extraembrionario conocido
como saco vitelino.

El primer érgano hematopoyético en el embrion propiamente, es el area
conocida como aorta-génada-mesonefros, que proviene de la capa embrionaria
mesodérmica. A partir de este momento inicia la fase que es conocida como
hematopoyesis primitiva. A partir de la quinta semana de gestacion, la
hematopoyesis sucede en el higado y mantiene esta actividad hasta dos
semanas después del nacimiento. Sin embargo, poco tiempo antes, se instala la
hematopoyesis en la médula ésea, siendo ésta la fase de definitiva, ya que se
mantiene ahi durante toda la etapa adulta (Rodak, 2005; Wang y Wagers, 2011).

Para una mejor comprension del estudio de la hematopoyesis, se le ha
dividido en cuatro compartimentos: el primero esta conformado por las células
troncales, el segundo por las progenitoras, el tercero por las precursoras y el
cuarto y ultimo por las maduras (llustracién 1) (Mayani et al., 2007).

Las CTH tienen la capacidad de auto-renovarse, es decir de generar
células iguales a si mismas, y de diferenciarse, generando células
hematopoyéticas maduras a partir de la divisién celular (Mayani et al., 2007). Del
total de las células de la médula ésea, las CTH ocupan el 0.005% ademas de
que generalmente se encuentran quiescentes, es decir, estan en la fase Go del
ciclo celular. Inmunofenotipicamente las CTH humanas se distinguen por los
marcadores CD34, CD90 y CD133 y la ausencia de marcadores CD38, HLA-DR,



CD45RA, CD71 asi como cualquier otro marcador especifico de algun linaje de
células hematopoyéticas maduras (Mayani, 2010; Pelayo et al., 2011).

Las CTH dan lugar a las células progenitoras (CPH), las cuales ocupan
del 0.1 al 0.5% de células mononucleares en médula 6sea. Estas ya perdieron
su capacidad de auto-renovacion, sin embargo presentan una alta capacidad de
proliferar, haciéndolo mas rapidamente y generando mayor numero celular que
las troncales. Estas células no se pueden distinguir entre si por su morfologia
pero si por su inmunofenotipo, es decir, cada célula progenitora presenta
distintos marcadores segun el tipo celular que puede generar, aun asi comparten
marcadores como CD34 y CD38 (Ching, 2006; Mayani et al., 2007, Mayani,
2010). Dentro de este compartimento encontramos células con distintos
potenciales de diferenciacién: multipotenciales (que tiene la capacidad de
diferenciarse a mas de dos linajes sanguineos), bipotenciales 0 monopotenciales
(Mayani et al., 2007, Mayani, 2010).

A partir de las células progenitoras surgen las precursoras, las cuales ya
pueden reconocerse por su morfologia pero ya no poseen la capacidad de
diferenciarse hacia distintos tipos celulares sino que estan comprometidas a un
solo tipo celular hematopoyético maduro. Estas corresponden al 90% de células
mononucleares dentro de la médula 6sea y su capacidad de proliferacion es
menor que las progenitoras (Mayani et al., 2007).

Finalmente, se generan las células maduras, las cuales ya no proliferan y
salen a la circulacién sanguinea cumpliendo con sus distintas funciones, (Mayani
et al, 2007). Existen al menos nueve linajes sanguineos: granulocitos (que
incluyen tres subtipos, basofilos, neutréfilos y eosindéfilos), eritrocitos,
trombocitos (plaquetas), linfocitos B, linfocitos T y células NK (Mayani et al.,
2007).



llustracion 1 Esquema de la hematopoyesis mostrando los cuatro compartimentos. CTH: Células
troncales hematopoyéticas. PMP: Progenitor miltipotente. PLT: progenitor linfoide temprano. PLC:
Progenitor linfoide comun. T: Linfocitos T. Nk: Linfocitos NK. B: Linfocitos B. PMC: Progenitor mieloide
comun. PGM: Progenitor granulomonocitico. G: granulocitos. b: basdfilos. e: eosindfilos. n: neutrofilos M:
monocitos. m: macréfagos PEM: Progenitor eritroide-megacariocitico. Meg: Megacariocitos tempranos.
meg: tardios. p: plaquetas E: eritrocitos tempranos. e: eritrocitos tardios Modificado de Mayani 2010.

1.1.1.1 CELULAS TRONCALES HEMATOPOYETICAS

Desde hace mas de cuarenta afios, desde los estudios de Till y McCulloch se
sabe que en distintos tejidos existen células que son capaces de generar los
diferentes tipos celulares que corresponden a ese tejido. A estas células se les
dio el nombre de células troncales soméaticas (Mayani, 2003).

Se definieron como células inmaduras, no diferenciadas, con capacidad
de diferenciacion a uno o mas tipos celulares dentro del tejido al que pertenecen

y de auto-renovacién para generar células iguales a si mismas. No se les puede



reconocer por morfologia sino unicamente por ensayos de funcionalidad y por
marcadores genéticos e inmunofenotipicos (Pelayo et al., 2011).

Las primeras células troncales somaticas en ser descritas fueron las
hematopoyéticas, descubiertas por James Till y Ernest McCulloch en 1961. En
sus experimentos radiaron a un grupo de ratones y les trasplantaron un numero
conocido de células provenientes de médula 6sea de ratones sanos. Observaron
qgue en los ratones irradiados se formaban colonias de células en el bazo, el
hallazgo fue que numero de colonias observado tenia una relacion directa con el
numero de células trasplantadas (por cada 10* células trasplantadas, se formo
una colonia en el bazo), por lo que intuyeron que cada colonia provenia de una
sola célula (Till y McCulloch, 1961).

Asi nacio el concepto de células troncales hematopoyéticas (CTH), que
desde entonces se han estudiado y caracterizado en modelos tanto in vivo como
in vitro. También se han empleado distintos marcadores inmunofenotipicos para
aislarlas, sin embargo, estos generalmente son compartidos con otras
poblaciones celulares; es decir, no se ha descubierto un marcador unico que
defina a las CTH. Por lo anterior, es necesario emplear varios marcadores de
manera simultanea.

Los marcadores inmunofenotipicos que hasta ahora se han descrito para
las CTH en el raton son: c-kit, presente a una alta concentracion, Sca1 y Slamf1,
asi mismo se ha visto que son células negativas a FIk2, CD34 y a cualquier
marcador de células hematopoyéticas maduras, como CD3, CD8, CD19, CD20,
CD33, GR1, etcétera, es decir son linaje negativo (Lin") (Pelayo et al., 2011).
También se ha visto la expresion de genes como scl, Imo2 y GATA-2 (Godin y
Cumano, 2006).

En el humano estas células son positivas principalmente a CD34, CD49f,
CD90, CD117 y CD133 y son negativas a CD38 y CD45RA vy al igual que en el
ratén, son Lin-, ya que no expresan marcadores como CD3, CD8, CD19, CD20,
CD56, CD11b, CD14, GlyA, CD38, etcétera (Pelayo et al., 2011).

Por otra parte, los ensayos funcionales que se utilizan para estudiar y

medir la frecuencia de células troncales y progenitoras hematopoyéticas se



dividen en dos categorias, los ensayos in vivo y los ensayos in vitro y se

describen a continuacion:

e Ensayos in vivo

o Para las células troncales provenientes de ratdén, se utilizan ratones
irradiados como receptores de las células hematopoyéticas y se mide la
capacidad de éstas para repoblar el sistema del raton (Pelayo et al.,
2011).

o Para las células troncales humanas, se realiza el mismo estudio pero
utilizando como receptores ratones inmunodeficientes SCID o NOD-
SCID (Pelayo et al., 2011).

e Ensayos in vitro

o Células iniciadoras de cultivo a largo plazo (LTC-IC por sus siglas en
inglés). También se basa en un cultivo a largo plazo, la principal
diferencia con el anterior es que las colonias observadas son grupos de
progenitores que en teoria provienen de una sola célula troncal (Bunting,
2008).

o Ensayo de unidades formadoras de colonias. Las células
hematopoyéticas se cultivan en un medio semisélido de metil-celulosa
en donde se observa el crecimiento de colonias formadas por
progenitores comprometidos. Este ensayo sirve para ver la frecuencia de
células progenitoras mas que de células troncales, de hecho se puede
observar el tipo de progenitor que dio lugar a la colonia al ver el color y
la morfologia de la misma, siendo que se pueden distinguir colonias que
surgieron a partir de una célula progenitora que para este tipo de
ensayos, es denominada unidad formadora de colonias (CFU por sus
siglas en inglés).Los distintos tipos de colonia que se observan son:
eritroides (CFU-E y BFU-E), monociticas (CFU-M), granulociticas (CFU-
G) y granulocitica-monocitica (CFU-GM) (Bunting, 2008).



La fisiologia de las células esta regulada por distintos factores que
pueden ser:

¢ Intrinsecos: incluyen diferentes proteinas que se encuentran dentro de la
célula como factores de transcripcion (como SCL, PU.1, GATA-1, GATA-2,
CBFB, NFkp, etcétera) o proteinas reguladoras del ciclo celular (como p21),
la expresion de genes especificos que controlan el destino de
diferenciacion de la célula y los teldmeros, los cuales actuan como relojes
mitéticos que se van acortando con cada division celular (Mayani. 2003;
Pelayo et al., 2011).

e Extrinsecos: Incluye todos los elementos que se encuentran en el
microambiente en donde se desarrolla la célula, formado tanto de células
(mesenquimales, adipocitos, osteocitos, etcétera) como de sus productos
(fibronectina, laminina, interleucinas, interferones, citocinas, etcétera).
Controlan la funcién de las células troncales causando cambios en la
expresion de genes y otros elementos intrinsecos (Mayani, 2003; Pelayo et
al., 2011).

1.1.2 FUENTES DE CELULAS TRONCALES HEMATOPOYETICAS

Podemos obtener a las CTH a partir de tres fuentes principales:

o Médula o6sea. Es la primera fuente de CTH que se utilizé. Aunque
presenta muchas ventajas en la clinica, la obtencién de estas células representa
un mecanismo muy invasivo para el donador, pues se hace una puncion en la
cresta iliaca y luego la aspiracion de la médula (Kolb y Holler, 1997). En
condiciones normales, la mayoria de las células troncales hematopoyéticas se
encuentran ahi, debido a que dentro de la médula dsea existen distintos tipos de
nichos que poseen las caracteristicas y el microambiente adecuados para el
mantenimiento, regulacién y desarrollo de las funciones bioldgicas de estas
células (Wang y Wagers, 2011).
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o Sangre periférica movilizada. Se empezd a utilizar como alternativa a la
meédula 6sea por ser un método menos invasivo. En los afios 60°s se descubrid
que la sangre periférica tenia también CTH en menor proporcion y mas adelante
se observdo que los pacientes expuestos a quimioterapia tenian mayores
cantidades de células troncales que los pacientes no expuestos. Se comenzé a
utilizar la quimioterapia para movilizar a estas células, sin embargo mas
recientemente se descubrié que distintos factores como el factor estimulador de
colonias de fobroblastos (G-CSF), también causaban el mismo efecto sin
necesidad de la quimioterapia. Aunque este factor es el mas usado, se utilizan
otros, como inhibidores de CXCR4 y de VLA4 y el bortezomib, que inhibe
proteosomas. Todas estas moléculas tienen un efecto similar, provocando que
las uniones de las células primitivas a su nicho dentro de la médula se rompan y
asi las células salgan a la sangre (Motabi y DiPersio, 2012).

o Sangre de cordén umbilical. Es una fuente rica en células troncales y
progenitoras hematopoyéticas. Esto se descubrio en los afos 70s, con los
trabajos de Knutzon; pero fue hasta los estudios de Hal Broxmeyer —en la
segunda mitad de los afios 80s- que se comenzo a utilizar en la clinica. Se ha
visto que el porcentaje de células primitivas es mayor que en las otras dos
fuentes y que tienen mayor capacidad de proliferacion y de expansion, como se

describe a continuacién (Mayani y Lansdorp, 1998; Mayani, 2010).

1.1.2.1 CELULAS TRONCALES Y PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS DE
SANGRE DE CORDON UMBILICAL

La proporcién de progenitores hematopoyéticos en sangre de cordon umbilical
es similar al observado en médula 6sea; sin embargo, se ha visto que en la
primera son mas frecuentes los progenitores mas primitivos, como BFU-E, CFU-
GM, CFU-MK 'y CFU-GEMM (Mayani y Lansdorp, 1998).

Esto se puede ver también inmunofenotipicamente, ya que la proporcion
de células positivas a CD34, que representa a toda la poblacion hematopoyética

troncal y progenitora, es similar en médula 6sea y en sangre de corddén umbilical;
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sin embargo, si se considera a una poblaciéon mas restrictiva, como la positiva a
CD34 y a su vez negativa a CD38, que representa a la poblacion
hematopoyética troncal y de progenitores muy primitivos, se observa que el
porcentaje es mayor en sangre de cordén umbilical que en médula 6sea (4% vy
1% respectivamente, de la fraccion total de células CD34*) (Mayani y Lansdorp,
1998). A su vez se ha visto que en la sangre de cordén umbilical, las células
positivas a CD34 tienen mayor numero de moléculas CD34 que las de médula
0sea, sin embargo no se conoce la relevancia de esto (Mayani, 2010).

Como se menciond anteriormente, las células primitivas provenientes de
sangre de corddon umbilical tienen mayor capacidad de proliferacién y expansion
que las provenientes de las otras dos fuentes. La proliferaciéon la entendemos
como el aumento en el numero de células, sin importar los tipos celulares
resultantes, en cambio la expansion es el aumento en el numero de células de
un solo tipo, como lo podemos ver en la autorrenovacion de las CTH. Cuando se
tiene una célula troncal y se obtiene con el tiempo células maduras, se habla de

diferenciacion (llustracion 2).
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llustracion 2 Conceptos de proliferacién, diferenciacion y expansion

Algunas posibles explicaciones de la mayor capacidad proliferativa de las
células de la sangre de corddon umbilical, particularmente de la poblacion CD34*
CD38" Lin-, es que el tamafo de los teldbmeros es mas largo, permitiendo que
cada célula tenga de 20 a 40 divisiones celulares extra, lo que significa que a
nivel poblacional puede aumentar 106 veces mas el nimero celular inicial.
Ademas las células troncales de esta fuente tienen la capacidad de salir de su
estado quiescente mas rapidamente y necesitan menor cantidad de citocinas
para su desarrollo porque producen sus propias citocinas en mayor cantidad
(Mayani, 2010).

Es evidente que la sangre de corddn umbilical presenta ventajas no solo a
nivel clinico sino a nivel de investigacién basica. En ambas se busca tener
células que tengan mayor capacidad de expansion y proliferacion, por lo que se
han hecho diversos estudios que buscan explotar esta capacidad,

independientemente de la fuente de la que provengan las células.
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1.1.3 ESTUDIO IN VITRO DE CELULAS TRONCALES HEMATOPOYETICAS

Los cultivos para el estudio in vitro de las células troncales hematopoyéticas
pueden ser de dos tipos, con estroma o sin él. El primero fue descrito
inicialmente por Dexter en los afios 70's y se logré mantener a las células
hematopoyéticas in vitro por mas tiempo de lo que antes se habia logrado
(Dexter et al, 1978).

Este tipo de cultivo consiste en un estroma adherente formado
principalmente por fibroblastos y células mesenquimales que le dan a las células
hematopoyéticas presentes en el cultivo los factores necesarios para sobrevivir y
desarrollarse (Flores, 2006).

Sin embargo, los factores que el estroma brinda a las células
hematopoyéticas no estaban bien caracterizados. Tiempo después, se pudieron
desarrollar cultivos celulares en donde el estroma no es necesario y requiere la
adicion de estos factores o citocinas hematopoyéticas que permiten la
supervivencia y proliferacion de las células (Flores, 2006).

Con el tiempo se entendid que las distintas citocinas actuaban en
diferentes puntos de la maduracion de las células. Por ejemplo, el factor de
células troncales (SCF por sus siglas en inglés) y el ligando de la tirosina fetal 3
(FIt3-L) actuan en las etapas mas tempranas de la hematopoyesis, a nivel de
células troncales y progenitoras muy primitivas; los factores estimulantes de
colonias (CSF por sus sigla en inglés) actuan en progenitores aun no tan
comprometidos y finalmente algunas citocinas como la eritropoyetina (EPO), la
trombopoyetina (TPO) y la interleucina 5 (IL-5) actuan en precursores ya
comprometidos. Este concepto, aunque es correcto, no expresa la verdadera
complejidad que representa la accion de estas citocinas por separado y en
conjunto (Metcalf, 2008).

Debido a las caracteristicas analizadas de estos factores y a su efecto
sobre las células se les han utilizado en diferentes protocolos de cultivos in vitro.
A continuaciéon se describen algunas de estas citocinas y otros factores que

pueden alterar la funcion de las células hematopoyéticas.
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1.1.3.1 EFECTOS DE FACTORES SOLUBLES SOBRE CELULAS
TRONCALES HEMATOPOYETICAS

e Citocinas de accion temprana:

o Factor de células troncales (SCF): Es el ligando para el receptor c-kit.
Estimula la proliferacion de distintos tipos celulares, entre ellos, en el
linaje hematopoyético las células troncales y progenitores muy
primitivos. Trabaja de forma sinérgica con otras citocinas para estimular
tanto células primitivas como maduras (Hoffman et al, 1993; McNiece y
Briddell, 1995)

o Ligando de la tirosina fetal 3 (FIt3-L): Estimula a las células troncales y
progenitores  multipotenciales muy primitivas junto con la
trombopoyetina. También estimula la proliferacion de distintas células
leucocitarias y células dendriticas, sobre todo en combinacién con GM-
CSF (Beutler et al., 2001; Parajuli et al., 2001).

o Trombopoyetina (TPO): Se sintetiza en el higado y en menor medida
en el rifidn, es el producto del proto-oncogén c-mpl. Tiene un papel
primordial en la proliferacion y diferenciacion de megacariocitos, asi
como en la produccién de plaquetas. Estimula la expansion, auto-
renovacion y supervivencia (inhibe la apoptosis) de las células
troncales y progenitoras muy primitivas. (Beutler et al., 2001; Geddis et
al., 2002; Kaushansky et al., 2009).

o Interleucina 6 (IL-6): Estimula la megacariopoyesis y la formacién de
colonias de granulocitos y monocitos. Actua junto con otras citocinas
para cumplir diversas funciones como la proliferacién mieloide. Se
conoce por su funcion de inducir la produccion de inmunoglobulinas en
células B (Beutler, 2001).
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Citocinas de accion intermedia:

(@]

Interleucina 3 (IL-3): Es un estimulador multilinaje, es decir estimula la
produccion de eritrocitos, neutrdéfilos, linfocitos, megacariocitos,
granulocitos y monocitos (Beutler E et al., 2001).

Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF):
Estimula el progenitor granulo-monocitico (CFU-GM) y la produccion de
neutrofilos, basdfilos, eosindfilos y monocitos. Junto con otras citocinas
estimula a las células troncales y diversos tipos celulares. Estimula la
proliferacion y maduracién de progenitores de neutréfilos y macréfagos
bipotenciales. También actua sobre células maduras, por ejemplo,
estimulando la produccién de nucleoproteinas en granulocitos (Beutler
et al., 2001).

Citocinas de accidn tardia o linaje especificas:

o

Eritropoyetina (EPO): Estimula la produccion de eritrocitos. En el
humano se sintetiza en el rifidn y en menor proporcién en el higado.
Actua sobre todo en progenitores mas tardios y en los precursores de
proeritroblastos y eritroblastos basodfilos, pero no en etapas mas
tardias, esto es debido a la ausencia del receptor para eritropoyetina
(Beutler et al., 2001).

Factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF): Actua sobre los
monocitos en la sobrevida, proliferacion y diferenciacion. En los
macrofagos también tiene funciones como la del aumento en la
produccion protéica (IL-1, productos de la reduccién de oxigeno, entre
otras) (Beutler et al., 2001).

Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF): Actua sobre
los granulocitos aumentando su funcién y produccion. Junto con otras
citocinas estimula a los progenitores inmaduros. Actua también sobre
algunas células maduras, por ejemplo, estimula la citotoxicidad en el
neutrofilo (Beutler et al., 2001).
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Las citocinas hematopoyéticas como se pudo observar en las descripciones
anteriores no actuan siempre por si solas, sino que es muy comun que actuen
en sinergia con otras citocinas. Un cultivo in vitro resulta mas eficiente utilizando
citocinas en combinaciéon que de forma aislada (Moore, 1991; Hoffman et al.,
1993; Flores, Gutiérrez y Mayani, 2002).

Existen otras moléculas a partir de las cuales se ha visto algun efecto
sobre células hematopoyéticas, que aunque no son citocinas, se han utilizado de
manera experimental para distintos fines. Los que se mencionan a continuacién
son elementos que generalmente se utilizan in vitro en la adipogénesis de

células mesenquimales, de lo cual se hablara mas adelante.

e Factores adipogénicos:

o Dexametasona: Es un glicocorticoide que incrementa indirectamente la
quiescencia en las CTH actuando en la sobreexpresion de la
angiopoyetina-1 (Kim et al., 2008). Los glucocorticoides también
ocasionan que los eritroblastos permanezcan inmaduros, ya que estos
poseen el receptor para glucocorticoides; y la dexametasona de hecho
causa la proliferacién sin diferenciacion de los mismos (Wessely et al.,
1997).

o Isobutil-metilxantina (IBMX): Es un inhibidor de la actividad
fosfodiesterasa. En células hematopoyéticas inhibe al receptor de TNF,
lo que provoca el aumento en el numero de células primitivas y
progenitoras. EI TNF también inhibe la actividad de la lipoprotepin
lipasa (LPL), que como se vera mas adelante es producida por los
adipocitos; esto significa que el IBMX permite que, de existir, la LPL
aumente su actividad a través de la inhibicion de TNF (Lindvall et al.,
1990)

o Insulina: Se utiliza en medios libres de suero para el crecimiento de
células hematopoyéticas, precisamente por su capacidad de inducir la
capacidad de proliferacién en éstas y muchas otras células (Chao et
al., 2003)
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o Indometacina: Es un inhibidor de la produccion de prostaglandinas. En
las células hematopoyéticas ha demostrado tener un papel
radioprotectivo cuando se junta con otros factores (Fedorocko y
MacKova, 1996). También aumenta la proliferacion y diferenciacion de
las células hematopoyéticas. In vivo se ha visto un aumento en el
numero de precursores mieloides en ratones expuestos a indometacina
y GM-CSF (Fontagne et al., 1980).

En algunos estudios se plantea que los factores solubles pueden influir en

la célula hematopoyética otorgandole distintas capacidades como la plasticidad.

1.1.4 PLASTICIDAD

En los ultimos 13 aios ha habido diversos estudios en donde se propone que las
células en general, podrian ser capaces de diferenciarse a tipos celulares no
esperados, a este fendmeno se le dio el nombre de plasticidad (Horwitz, 2003).
Por ejemplo: en diversos estudios se ha visto que poblaciones de células
hematopoyéticas trasplantadas in vivo de un animal a otro llegan e injertan (se
alojan) no so6lo en médula ésea sino en distintos 6rganos como higado (Lagasse
et al., 2000; Krause et al., 2001; Xiao et al., 2006), corazén (Horwitz, 2003) y
tejido adiposo (Sera et al., 2009) y aparentemente se diferencian a tipos
celulares del tejido al que llegaron.
Tedricamente existen dos mecanismos por los que se ha intentado
explicar la plasticidad celular:
¢ Transdiferenciacion: Consiste en que una célula se diferencia a otra de un
linaje distinto mediante el apagado y prendido de genes especificos a los
dos tipos celulares (Poulsom et al., 2002; Wong, Casper y Rogers, 2010).
e Rediferenciacion: Consiste en un paso previo en el cual se prenden
genes de pluripotencialidad, permitiendo que la célula primero se
desdiferencie para luego diferenciarse hacia otro tipo celular. (Poulsom et
al., 2002; Wong, Casper y Rogers, 2010).
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Sin embargo, algunos autores explican que existen mecanismos

alternativos a la plasticidad que generan una controversia acerca de si el

fendmeno observado es una diferenciacion real. Estos son principalmente tres:

Fusion: La célula llega a un tejido distinto al propio por sehales de
quimiotaxis (generalmente por dafio agudo al tejido) y se fusiona con
alguna de las células ahi presentes, aparentando adquirir caracteristicas
de esa célula (Poulsom et al., 2002)

Microvesiculas: El tejido dafiado secreta microvesiculas que contienen
factores de transcripcidon, RNA mensajeros, entre otras moléculas, y se
fusionan con una célula vecina haciendo que esta exprese genes
especificos del tejido dafiado (Quesenberry, Dooner y Aliotta, 2010)
Modificacion artificial de la expresién de genes: Para los estudios in vitro,
artificialmente se introducen genes por medio de vectores; por ejemplo,
mediante la administracion ectdpica de factores de transcripcion Sox-2 y
C-myc se inducen células CD133+ provenientes de sangre de cordon
umbilical hacia el linaje neural (Giorgetti et al., 2012). Sin embargo, en
este caso no se puede hablar de plasticidad puesto que no se esta
observando una capacidad intrinseca de la célula para diferenciarse a
otro linaje sino que se introducen a la célula factores externos (Horwitz,
2003).

Estos son algunos de los mecanismos que se han descrito en la literatura para

descartar el fendmeno de plasticidad y que ha contribuido a fortalecer la

controversia sobre si existe o lo que se observa se trata de un falso positivo.

1.1.5 CELULAS ESTROMALES MESENQUIMALES

Dentro de la médula 6sea existe otros tipos de celulares, no hematopoyéticos,

como las células estromales mesenquimales, las cuales poseen una gran

capacidad de multipotencialidad, pues pueden diferenciarse hacia tejido 6seo,

cartilaginoso, adiposo, muscular y endotelial. Se conocen bajo diversos

19



nombres, como células estromales mesenquimales, células estromales
mesenquimales o progenitores mesenquimales. Inmunofenotipicamente se
reconocen por distintos marcadores, pero los mas reconocidos son CD105,
CD73 y CD90. (Payushina, Domaratskaya y Starostin, 2006; Montesinos et al.,
2009).

Existen diversas fuentes a partir de las cuales ha sido posible aislar a las
células mesenquimales, la mas comun es la médula ésea, pero también se
encuentran en placenta, sangre de cordon umbilical, tejido adiposo, pulpa dental,
paredes vasculares, etcétera y en etapas tempranas post-natales se han
encontrado en el higado, pulmén, bazo, piel, corazén y pancreas (Payushina,
Domaratskaya y Starostin, 2006; Montesinos et al., 2009).

Desde los afos 60°s, e incluso desde antes, se conocia que a partir del
trasplante de médula 6sea habia generacion de novo de tejido Oseo, sin
embargo fue hasta la década de los 70°s que Friedenstein y colaboradores
descubrieron que este potencial osteogénico provenia especificamente de una
poblacién celular no hematopoyética, la cual fue identificada por su capacidad de
adherencia a la placa del cultivo y su morfologia fibroblastoide (Firedenstein et
al, 1976; Bianco, Gehron y Simmons, 2008).

Estas células, también llamadas estromales, ya se conocian y se
empezaban a utilizar para el desarrollo de los cultivos tipo Dexter, sin embargo
se conocian por su capacidad de interactuar con las células hematopoyéticas
para darles soporte como parte del microambiente hematopoyético, no se
sospechaba que dentro de este estroma hubiera otro tipo de célula troncal
(Bianco, Gehron y Simmons, 2008).

Lo mas relevante del estudio de Friedenstein fue entonces la observacion
de que estas células una vez en cultivo, después de cierto tiempo formaban
colonias de varias células con la misma morfologia y provenientes de una sola,
sugiriendo la capacidad de auto-renovaciéon. A estas formaciones se les llamo
colonias formadoras de fibroblastos (CFU-F) y hoy en dia se sigue utilizando
para distinguir y aislar a las células mesenquimales. Estas colonias al ser

trasplantadas, generaron in vivo hueso, cartilago, tejido adiposo y tejido fibroso y
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con esto se demostré su multipotencialidad (Bianco P., Gehron R.P y Simmons
P.J. 2008). Desde entonces se han hecho muchos estudios sobre la capacidad
de diferenciacion de estas células tanto in vivo como in vitro (Pittenger et al.,
1999; Jiang et al., 2002).

La diferenciaciéon hacia estos linajes a partir de células estromales
mesenquimales provenientes de distintas fuentes se ha caracterizado en
diversos estudios, en el 2009 el Dr. Juan José Montesinos observd que las
células mesenquimales de las tres fuentes (médula 6sea, placenta y sangre de
cordén umbilical) presentaron capacidad de diferenciacion hacia el linaje
osteogénico y condrogénico; las provenientes del cordon umbilical no

presentaron potencial adipogénico (Montesinos et al., 2009).

1.1.5.1 ADIPOCITOS

Los adipocitos son las células que forman la mayor parte del tejido graso o
adiposo el cual ocupa del 15-20% del peso corporal en hombres y del 20-25%
en mujeres. No pueden dividirse pero si pueden aumentar de tamafio a medida
que almacenan lipidos, que es su funcion principal (Jacome, 2005).

En los mamiferos existen dos tipos: los uniloculares que forman la grasa
blanca principalmente en adultos, y los multiloculares, que forman la grasa parda
en los neonatos (Jacome, 2005).

Los primeros son células poliédricas de 50 a 150 micrometros de
didmetro, su morfologia esta caracterizada por una sola vacuola lipidica de gran
tamafo que desplaza al nucleo y a los organelos hacia la periferia, dando la
impresion de ser un anillo delgado de citoplasma. Los segundos son células mas
pequeias que contienen varias vacuolas lipidicas de distinto tamano vy
numerosas mitocondrias que son las responsables del color pardo o café
(Jacome, 2005).

La principal funciéon de los adipocitos es el almacenaje de triglicéridos

como reserva de energia, pero también presenta otras funciones:
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e Funcion Secretora de:

o Lipoproteinlipasa (LPL) que es producida solo por los adipocitos y es
excretada hacia los vasos sanguineos donde se incorpora para absorber
las grasas del intestino que resultan de la digestion, y las lleva a los
adipocitos (Ross y Pawlina, 2007).

o Acidos grasos y glicerol, que resultan de la degradacion de los triglicéridos
(Ross y Pawlina, 2007).

o Hormonas como la leptina y la angiotensina que entran en comunicacion
con el hipotalamo para dar sefiales de hambre o de saciedad (Ross y
Pawlina, 2007).

e Funcion Metabdlica:

o Sintesis de novo de acidos grasos (Ross M.H. y Pawlina W. 2007).

o Degradacion de triglicéridos en acidos grasos y glicerol (Ross y Pawlina,
2007).

1.1.5.1.1 ADIPOGENESIS

Al proceso de formacion y maduracion de adipocitos, a partir de células
estromales mesenquimales, se le conoce como adipogénesis.

Los adipocitos tanto multiloculares como uniloculares se orgininan en el
mesodermo, las células mesenquimales en la médula 6sea post-natal (Wu,
2008).

El proceso consiste en cuatro fases principales, (segun lo que se ha visto
in vitro, ya que in vivo aun no se ha caracterizado el marcaje preadipocitico para
rastrear a la célula): Célula estromal mesenquimal, adipoblasto, preadipocito y
adipocito (llustraciéon 3) (Ross y Pawlina, 2007). Se ha visto que aun en la etapa
de preadipocitos, estas células pueden generar adipocitos tanto uniloculares
como multiloculares, aunque generalmente el compromiso se da desde la etapa
de adipoblasto (Wu, 2008).
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llustracion 3 Fases de la adipogénesis

El proceso consiste en la produccidn, activacion e inactivacion de distintos
factores de transcripcion, entre ellos esta un grupo llamado proteinas de union al
potenciador o enhancer CCAAT (C/EBPs) y de estos existen los subtipos a, B, o,
€ y ¢. Estos forman heterodimeros entre ellos durante el proceso.

Otro de los principales factores que participan es el PPARYy del tipo1 y 2,
el primero se expresa en distintos tejidos mientras que el segundo casi
exclusivamente en adipocitos. Ademas es un receptor nuclear que tiene un
papel fundamental en la diferenciacion y en la iniciacion del metabolismo de los
lipidos (Wu, Puigserver y Spiegelman, 1999; Ross y Pawlina, 2007; Wu, 2008)

Aunque es un proceso muy complejo se puede resumir en pocos pasos:
Las células in vitro alcanzan confluencia, es decir, cubren la placa de cultivo
debido a su activa proliferacion. En las etapas mas tempranas de la
diferenciacion, se activan por estimulacion hormonal C/EBPB y C/EBP® que
suplen su funcion mutuamente, segun lo observado en experimentos hechos con
ratones knockout. Posteriormente C/EBPB activa a PPARy que a su vez
estimula la expresion de C/EBPB. A medida que el proceso de adipogénesis
avanza, la expresion de C/EBPB y C/EBP® disminuye, mientras que la de

C/EBPa, que es inducido por PPARy cuando este se heterodimeriza al unirse al
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receptor de retinoides (RXR), aumenta. (Wu, Puigserver y Spiegelman, 1999;
Wu, 2008).

Después hay una expansion clonal de los adipoblastos inducida
hormonalmente por la activacion del receptor de insulina (IGF-1). Una vez que la
célula llega a la etapa de pre-adipocito, ya no hay proliferacién, sino que la
célula madura hacia la etapa de adipocito; en esta etapa, la insulina sigue siendo
primordial (Wu, 2008), C/EBPa induce la diferenciacion tardia y permite que los
adipocitos sigan siendo responsivos a ella (Wu, Puigserver y Spiegelman, 1999).

Otros factores que potencian a PPARYy son: el factor de diferenciacion y
determinaciéon de adipocitos 1 (ADDP1) y la proteina de unién al elemento
regulador de esteroles (SREBP1) (Wu, Puigserver y Spiegelman, 1999). El CBP
y el SRC-1 son coactivadores que estimulan la actividad de PPARy y C/EBP

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 ESTUDIO IN VITRO DE LA POBLACION CELULAR HUMANA
CD34* CD38 LIN- DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Como se habia mencionado anteriormente, el marcador CD34 esta presente en
las células troncales hematopoyéticas humanas y algunos progenitores
primitivos, por ello en una gran parte de los estudios sobre estas células se
separa a la poblacion a partir de este marcador (Holyoake y Alcorn, 1994). Sin
embargo para una separacion mas especifica de células primitivas es necesario
considerar otros marcadores como la ausencia de marcadores de linaje maduro
y de CD38, ya que este ultimo aumenta su expresién a medida que la célula se
diferencia, por lo que su presencia indica que la célula ya no es troncal
(McKenzie et al., 2007).

Existen dos métodos de separacion de estas células, uno es por
seleccidn positiva que consiste en que las células positivas a ciertos marcadores
(por ejemplo, CD34) se adhieren al contenedor que reconoce dichos

marcadores por medio de anticuerpos y se obtienen células positivas a ellos; y el
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otro es por seleccion negativa, que consiste en que las células positivas a ciertos
marcadores (por ejemplo CD38 y marcadores de linaje) se quedan en el
contenedor que las reconoce por anticuerpos y se obtienen las células que son

negativas a ellos (llustracion 4).

llustracion 4. Métodos de seleccion para separar células segun sus marcadores

Utilizar la seleccidon negativa para aislar células humanas CD34* CD38"
Lin- o CD34* Lin-, provenientes de sangre de corddén umbilical, representa un
método satisfactorio de aislamiento. Se demostré que alrededor del 60% de las
células obtenidas son CD34+ y un porcentaje pequeno de las células (<10%)
son positivas a CD38 y a marcadores de linaje. Ademas las células presentan
una alta capacidad de proliferacion y expansion in vitro (Flores et al., 2005).

En este mismo estudio se observd que la poblacion de células humanas
CD34* CD38" Lin" tiene un mayor potencial de proliferacion y de expansion que
la CD34* Lin, debido a que la primera tiene mayor cantidad de células

25



primitivas. De hecho el porcentaje promedio de células positivas a CD34 en la
primera poblacién fue de 72.5% y de la segunda de 49.1% (Flores et al., 2005).

Cabe mencionar que se utilizaron distintas combinaciones de citocinas
para ambas poblaciones, y la que resulté mas eficiente fue: SCF, FIt3, TPO, IL-
3, IL-6, GM-CSF, G-CSF y EPO (Flores et al., 2005).

1.2.2 PLASTICIDAD A PARTIR DE CELULAS DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL

Existen pocos estudios de plasticidad que se hayan realizado a partir de sangre
de corddn umbilical, algunos de ellos se describen a continuacion:

El estudio del Xiao Peng T y colaboradores en el 2006, habla de una
poblaciéon de células mononucleares que son capaces de diferenciarse a
hepatocitos tanto in vitro como in vivo. Se observa en ambos casos la positividad
en inmunohistoquimica para los marcadores hepaticos humanos alfafetoproteina
y albumina (Xiao et al., 2006). Sin embargo, la poblacién de origen es muy
heterogénea, por lo que no queda claro a partir de qué células se lleva a cabo la
diferenciacion.

Por otro lado, el grupo de Christine J. Wong y colaboradores, en el 2010,
utilizaron una poblacion CD45 positiva, es decir necesariamente
hematopoyética, y la cultivaron en un medio con FGF4, SCF y FIt3, cuyo efecto
fue la expresién de los genes de pluripotencialidad Oct4 y Nanog. Con esto, las
células podian bajo diferentes medios de cultivo, diferenciarse a distintos linajes:
oligodendrocitos, células de Shwann, hueso, musculo y células endoteliales
(Wong, Casper y Rogers, 2010). Es decir, se esta induciendo la plasticidad con
un paso de desprogramacion previa, sin embargo no se sabe si las células
pueden diferenciarse aun sin este paso previo, desprogramandose en respuesta
al ambiente de induccién a diferenciacion.

En nuestro laboratorio, se empez6 a trabajar con una poblacion mas
especifica de células troncales y progenitoras hematopoyéticas, la poblacion
CD34" CD38" LIN"y se observo in vitro - es decir descartando los efectos de las
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interacciones celulares que se dan en un sistema in vivo y que pudieran
enmascarar la plasticidad - la induccion de estas células hacia el linaje neural
modificando unicamente el medio de cultivo y utilizando uno que se conoce
induce neurogénesis a partir de células troncales neurales (Flores, Mondragén y
Mayani, manuscrito en preparacion).

Se observo el cambio de estas células hacia la morfologia neural y la
expresion de marcadores neurales, asi como una respuesta electrofisiologica de

las células transformadas.

1.2.2.1 PLASTICIDAD DE CELULAS HEMATOPOYETICAS HACIA
ADIPOCITOS

Asi como en la plasticidad en general, hay una gran controversia en si las
células hematopoyéticas son capaces de diferenciarse a adipocitos o si por el
contrario se trata de monocitos y macrofagos que por sus caracteristicas
aparentan dicha diferenciacion.

En el 2006, el grupo de Crossno J.T. realiz6 un ensayo in vivo con
ratones GFP* y observa que las células de médula 6sea provenientes del
donador injertan en el tejido adiposo, y presentan morfologia de adipocito, y no
s6lo eso sino que cuando se alimenta a los ratones receptores con
Roziglitazona, que se conoce causa un aumento en la produccién de grasas y
adipocitos, aumenta la cantidad de células GFP* en el tejido adiposo con
morfologia adipocitica (Crossno et al., 2006).

Sin embargo, un afio mas tarde, en la misma revista, Koh Y.J. y
colaboradores, publican un articulo que contradice el estudio anterior, utilizando
el mismo modelo, observan que las células GFP* en el tejido adiposo son en
realidad macréfagos, aun después de alimentar a los ratones con Roziglitazona
y que la morfologia adipocitica observada es debida a la acumulacion de
macrofagos en un solo sitio, haciendo que pareciera un solo adipocito unilocular
(Koh et al., 2007).
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En ambos estudios se utilizé6 una poblacion muy heterogénea, asi que el
grupo de Makio Ogawa, retoma esta historia en el 2009 y utiliza una poblacién
mas homogénea de células hematopoyéticas, descartando todas las células
mesenquimales y propone que lo observado por estos autores es producto de la
diferenciacion de células hematopoyéticas a adipocitos (Sera et al., 2009).

Ellos utilizaron la poblacién celular Lin- Sca-1* c-kit* CD34-, que son las
células troncales y progenitoras hematopoyéticas equivalentes en ratén, vy
llevaron a cabo el mismo modelo de trasplante que en los estudios anteriores.
Observaron que en el tejido adiposo las células GFP+ son también positivas a
marcadores de adipocitos como leptina y perilipina y algunas a F4/80 indicando
la presencia de macroéfagos (Sera et al., 2009).

Posteriormente extraen la médula ésea del raton receptor, descartan la
fraccion adherente (correspondiente a células estromales y macréfagos) y
permanecen con la otra fraccidén de células GFP* (hematopoyéticas). Estas las
cultivaron en medio adipogénico y tuvieron como resultado células adherentes,
positivas a rojo oleoso (tincion para lipidos que se utiliza regularmente para
distinguir adipocitos) y a la expresion de genes adipogénicos (Sera et al., 2009).

Hicieron un tercer experimento en el que células sin transplantar fueron
cultivadas in vitro en condiciones adipogénicas y fueron positivas a rojo oleoso y
a negro sudan, ambas tinciones para lipidos. Incluso se separa la fraccion de
monocitos-macréfagos y se observa que son especificamente éstas las células
positivas para presencia de lipidos (Sera et al., 2009), pero no se midié ningun
otro marcador mas especifico en esta parte.

Propone al final que las células adipociticas provienen de progenitores
monociticos, pues al aislarlos y cultivarlos bajo las condiciones descritas
anteriormente, resultan positivos a rojo oleoso (Sera et al., 2009).

En la primera parte del estudio, al ser un modelo in vivo, no se descarto la
posibilidad de que hubiera un fendmeno de fusion o de microvesiculas, modelos
previamente descritos.

En esta segunda parte del trabajo, en el estudio in vitro, se observan

caracteristicas aparentemente adipogénicas pero no se miden estas mismas
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caracteristicas en células hematopoyéticas sin induccion a adipogénesis. Esto
es importante debido a que existen células dentro de la fraccion hematopoyética,
como los macrofagos, que son las células que parecen jugar un papel
importante en los tres estudios descritos anteriormente, y que presentan lipidos
internos bajo ciertas condiciones (Hernandez y Sastre, 1999; Li et al., 2012;
Takahashi et al.,, 2013) y que incluso expresan genes que generalmente se
aceptan como marcadores adipogénicos (Hutter et al., 2013; Takahashi et al.,
2013).

Con todo lo anterior se observa que la controversia acerca de si las
células hematopoyéticas se diferencian o no a adipocitos, queda sin resolver y
mas aun, no se conoce lo que sucede con una poblacién de células humanas en

estas mismas condiciones.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La plasticidad de las células troncales y progenitoras hematopoyéticas es todavia un
tema controvertido, el cual ha sido estudiado principalmente en modelos animales.
La plasticidad de estas células provenientes de fuentes humanas, por su parte, es
un fendmeno poco estudiado y que ha despertado gran interés por su potencial de

aplicacion en la clinica.

En el laboratorio de Células Troncales y Progenitoras Hematopoyéticas de la
Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas del IMSS, estudios
in vitro han demostrado que una poblacion celular proveniente de sangre de cordon
umbilical humana y enriquecida en troncales y progenitoras hematopoyéticas, puede
diferenciarse, bajo ciertas condiciones de cultivo, hacia el linaje neural (Flores,

Mondragén y Mayani, manuscrito en preparacion).

El uso de sangre de corddén umbilical para la obtencién de dichas células,
presenta una ventaja por la accesibilidad a la misma y porque las células responden
de manera mas eficiente en su proliferacion y expansién de progenitores que otras

fuentes.

En 2009, el grupo del Dr. Makio Ogawa, utilizando un modelo murino y
basandose en la tincién con rojo oleoso y en la expresion de ciertos genes, propuso
que el origen de los adipocitos es a partir de progenitores monociticos, (Sera et al.,
2009). Sin embargo, dichos estudios dejan algunas dudas, pues al ser un modelo in
vivo, no se puede descartar la posibilidad de que el linaje de monocitos y
macrofagos presente caracteristicas similares a adipocitos (presencia de lipidos) sin
que realmente haya una estimulacion adipogénica, como sucede en enfermedades
como la aterosclerosis en donde los macréfagos presentan vacuolas de lipidos

intracelulares.

Este grupo junto con los estudios de Koh y Crossno dejan ver que la

interrogante acerca de la plasticidad de CTH hacia adipocitos no esta resuelta, pues
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los resultados observados pueden tratarse de observaciones en células
monociticas-macrofagicas. Por otra parte, tampoco se conoce si en un modelo in
vitro de células troncales hematopoyéticas humanas se observaria el mismo

fendmeno.

Por lo tanto, un aspecto relevante que debe ser analizado es el comportamiento
biolégico de las CTH y CPH bajo condiciones adipogénicas. De acuerdo a lo
anterior, a través del presente estudio pretendemos responder las siguientes dos
preguntas: ;Qué efecto tendra el cultivar a CTH y CPH humanas en condiciones
adipogénicas sobre la proliferacion y expansién de dichas células? y ¢es posible

que en tales condiciones, las CTH puedan diferenciarse hacia adipocitos?
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3. HIPOTESIS

Bajo condiciones adipogénicas de cultivo in vitro, las células troncales y
progenitoras hematopoyéticas humanas de sangre de cordon umbilical se
desarrollaran hacia células que seran capaces de presentar la adquisicion de

lipidos y la expresion de genes adipogénicos.
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4,

OBJETIVOS

General

Determinar si una poblacion enriquecida en células troncales

hematopoyéticas humanas puede desarrollarse en cultivo bajo condiciones

adipogénicas y generar células adipociticas.

Particulares

Obtener wuna fraccidn celular enriquecida en células troncales
hematopoyéticas humanas (células CD34* CD38" Lin").

Observar la presencia o ausencia de ceélulas mesenquimales en la
fraccidn de células mononucleares y en la de células CD34* CD38" Lin-de
sangre de cordon umbilical.

Evaluar la viabilidad de las células CD34* CD38" Lin- bajo condiciones
adipogénicas y determinar el cambio en el numero celular a lo largo del
cultivo.

Evaluar el potencial de expansion de las células CD34* CD38" Lin- bajo
condiciones adipogeénicas.

Evaluar el potencial adipogénico de las células CD34* CD38 Lin
mediante la tincion de rojo oleoso y la expresidn de genes representativos
expresados por células adipociticas.

Observar la presencia de lipidos internos en la poblacién de macrofagos

mediante la tincidon de rojo oleoso.
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5.

METODOLOGIA

5.1 CRITERIOS DE EXCLUSION Y OBTENCION DE LA SANGRE DE
CORDON UMBILICAL

Las muestras se obtuvieron del area de Tococirugia del Hospital General de

zona No.2-A Troncoso bajo el siguiente criterio de inclusién segun el articulo

previamente publicado (Novelo et al., 2008):

Que el embarazo haya durado mas de 36 semanas
Qué las pacientes se encuentren sanas

Que se encuentre entre la primera y segunda gesta
Que el embarazo haya sido libre de incidentes

Que las donadores se encuentren entre los 18 y 40 afios de edad

Y bajo el siguiente criterio de exclusion segun el mismo articulo:

Complicaciones relacionadas al embarazo, desordenes hematologicos
incluyendo neoplasias y sindrome de insuficiencia de la médula 6sea,
desordenes inmunologicos y metabdlicos y en general antecedentes de
enfermedades congénitas o hereditarias.

Historia de los padres que incluya abuso de drogas o actividades
sexuales de alto riesgo

Tatuajes, perforaciones o transfusion sanguinea en un tiempo menor a un
afo antes del nacimiento.

Presencia del virus de la hepatitis B o C en la madre

Temperatura mayor a 37°C durante las 12 horas previas al nacimiento
Infeccién

Que se trate de un embarazo multiple

Las muestras se tomaron con una bolsa para recoleccion de sangre (Industrias

Plasticas Médicas S.A. de C.V.), con anticoagulante de citrato, fosfato y dextrosa

(CPD), y se pinché con la aguja en la vena del corddon dejando que la bolsa se

llenara.
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5.2 OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE LA SANGRE DE
CORDON UMBILICAL

Cada muestra se proceso de la siguiente manera, de acuerdo a lo previamente

publicado en la tesis de doctorado de la Biol. Patricia Flores Guzman en el 2006:

Se colocaron en tubos de centrifugacion 3 volumenes de Ficoll-Paque®
Plus (Pharmacia Biotech Uppsala, Suiza) y 4 volumenes de sangre. Se
centrifugaron los tubos durante 30 minutos a una velocidad de 1500 rpm.
Se desecho el suero que se concentra en la parte superior del tubo, luego
con una pipeta se tomé la fraccién blanca en donde se encuentran las
células mononucleares (CMN).

Esa fraccién se puso en un nuevo tubo de centrifugacion con 2 a 3
volumenes de PBS (Invitrogen™, Auckland NZ.) y se volvié a centrifugar 8
minutos a 1100 rpm.

Se descarté el sobrenadante y se contaron las células que se
concentraron en el boton de centrifugado con Diluyente de Turk
(preparado con acido acético al 1% de Productos Quimicos Monterrey
S.A. DE C.V. Y azul de metileno de Merck, Millipore, México). También se
midio la viabilidad de las células con Azul de Tripano (Gibco® by Life
Technologies, NY, EU.). Todo esto en una camara de Neubauer.

Se cultivaron las CMN en medio RPMI advance (Gibco® by Life
Technologies, NY, EU.) con 5% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco® by
Life Technologies, NY, EU.), a una concentraciéon de 10,000 células por

mililitro en cajas Petri de 10 cm. de diametro con un maximo de 10mL.
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5.3 OBTENCION DE LA POBLACION CD34* CD38" LIN-

Se obtuvo la poblacion celular basado en el procedimiento previamente

publicado en la tesis de doctorado de la Biol. Patricia Flores Guzman en el 2006:

Se extrajeron las células mononucleares en cultivo del dia anterior y se
lavé la caja con PBS suavemente para sacar el mayor numero de células
sin despegar la capa de bacterias.

La placa se proceso para el ensayo de colonias de fibroblastos que se
describe mas adelante.

Se centrifugd la muestra extraida del cultivo 8 minutos a 1100 rpm.

Se contaron las células y se midié su viabilidad como se describid
anteriormente.

Se realiz6 la seleccion negativa de las células con la columna magnética
del sistema Stem Sep™ (Stem Cell Technologies™, Vancouver, Canada).
Se purgd con 3mL de PBS con la jeringa que viene junto con las
columnas

Se lavo con PBS con 10% de SFB hasta llenar 8mL de un tubo de
centrifuga de 15mL

Se dejaron las células en un mililitro de RPMI con 5% de SFB y se incubo
15 minutos con 100 uL del coctel de anticuerpos (Stem Sep™ de Stem
Cell Technologies™, Vancouver, Canada) contra los antigenos CD2,
CD3, CD14, CD16, CD19, CD24, CD36, CD38, CD45RA, CD56 y CD66B
de células hematopoyéticas humanas. Estos anticuerpos estan
conjugados y reconocen a su vez las particulas de hierro dextrano.

Se incubaron 15 minutos mas con 60 pL del coloide magnético (Stem
Sep™ de Stem Cell Technologies™, Vancouver, Canada) de particulas
de hierro dextrano.

Se paso la muestra por la columna magnética con un maximo de 130 x
10% de CMN vy se recibieron las células en un tubo de centrifugacion de
15mL.

Se lavod la columna con PBS al 10% de SFB hasta llenar 8 mL del tubo.
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Se centrifugé la muestra obtenida 8 minutos a 1100 rpm.
Se contd y se midié su viabilidad como se describié anteriormente.
Se cultivaron las células segun los protocolos de cultivo que se describen

mas adelante.

Se obtuvo una pureza aproximada del 70% de células CD34*

5.4ENSAYOS DE COLONIA DE FIBROBLASTOS

La metodologia esta basada en el articulo previamente reportado por el Dr. Juan

José Montesinos (Montesinos JJ, et al. 2009):

Se tomo la placa de CMN cultivadas un dia antes, para tomar en cuenta
s6lo las células de la fraccion adherente ya que las células
mesenquimales pertenecen a esa fraccion

Se le puso medio DMEM bajo en glucosa (Gibco® by Life technologies,
Invitrogen™, Auckland NZ) con 15% de SFB hasta 10 mL.

Se le hizo un cambio de medio cada 3 6 4 dias, resuspendiendo muy
suavemente con la pipeta para evitar que cualquier célula se despegara.
Al dia 14 se retird todo el medio, se dejo secar la placa y se tiid con
Wright-Giemsa (Golden BellMR Reactivos, México) para hacer evidente la
formacion de colonias de flbrloblastos.

Se hizo lo mismo con la fraccién adherente de las células después de la

seleccidn negativa (post-columna).

5.5PROTOCOLOS DE CULTIVO

Las condiciones de cultivo utilizadas fueron:

Medio hematopoyético: Medio StemSpan (Stem Cell Technologies™,
Vancouver Canada) y siete citocinas hematopoyéticas recombinantes
humanas con la caracteristica de ser libres de componentes animales
(Xenofree) (TPO, FIt3, SCF, IL-3, IL-6, GM-CSF y G-CSF) (Preprotech,
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E.U.) a una concentracion de 10 ng/mL cada una. Las células se
cultivaron a una concentracién de 100,000 células / mL.

Medio adipogénico: Medio DMEM bajo en glucosa con tres antibidticos,
15% SFB vy los factores dexametasona, isobutilmetilxantina, indometacina
(Gibco ® by Life Technologies) e insulina (Millipore). Las células se
cultivaron a una concentracion de 190,000 células / mL.

Medio con suero: RPMI con 15% SFB con un cambio de medio al cuarto
dia a RPMI con 10% SFB. Se cultivaron a una concentracion de 100,000

células / mL.

Las células se dividieron para ser cultivadas en uno de los cuatro protocolos de

cultivo descritos a continuacion, segun el manuscrito en preparacion de Flores-

Guzman, Mondragon-Garcia y Mayani H, con la modificacion de haber

aumentado el protocolo de 2 fases que se explica mas adelante.

Protocolo de una fase: consistié en cultivar a las células recién obtenidas
en condiciones adipogénicas, para ver el efecto de este medio en estas
células desde el principio del cultivo.

Protocolo de dos fases: Consistid en cultivar a las células recién
obtenidas durante siete dias en medio hematopoyético, para permitir un
previo desarrollo de las mismas antes de la induccion adipogénica.
Durante 28 dias mas las células se cultivan en medio adipogénico. Para
el analisis de la fraccion adherente, la primera fase se extendi6é a 14 dias
y durante siete dias mas se mantuvo el cultivo en condiciones
adipogénicas.

Protocolo de tres fases: Consistio en una primera fase de siete dias en
medio hematopoyético, la segunda fase, también de siete dias, en medio
con SFB, y la tercera fase en condiciones adipogénicas durante 28 dias
mas para la fase no adherente y durante 7 dias para la fase adherente.
Se utiliza un protocolo con suero porque se ha visto que favorece la
adherencia, sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion celular. (Habich
A, et al. 2006; Pedraza C, et al. 2008).
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e Control: Células que durante todo el tiempo estuvieron cultivadas en

medio hematopoyeético.

La fraccién no adherente se cultivd en base a los cuatro protocolos, para
la fraccién adherente, en cambio, no se tomo en cuenta el protocolo de una fase
debido a la baja supervivencia de las células como se muestra en los resultados.

La fraccion adherente se separ6 de la no adherente a partir del dia 14, ya
que es el tiempo en que hay mayor numero de células adheridas en cualquiera
de los protocolos.

Para todos los protocolos, se hizo un cambio de medio cada siete dias, ya
sea que se cultivara en el mismo tipo de medio o en un medio distinto,
dependiendo del protocolo. En cada uno de estos puntos se contd el numero de
células, se midid6 la viabilidad y se sembré un ensayo de colonias de

progenitores hematopoyéticos.

5.6ENSAYOS DE COLONIAS DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Los ensayos fueron realizados de acuerdo al procedimiento previamente
publicado en la tesis de doctorado de la Biol. Patricia Flores Guzman en el 2006.
e Se sembrd un numero determinado de células (ver tabla 1) en 1mL de
metil-celulosa (Stem Cell Technologies™, Vancouver, Canada) en un tubo
eppendorf de 1.5mL.
e Se pasé el tubo por el vortex (VWR Scientific Products Mini Vortexer,
E.U.) para permitir que las células se distribuyeran en la metil-celulosa.
e Se sembroé en un pozo de una placa de 24 pozos.
e Seincubd a 37°C con 5% de CO2 durante 14 dias

e Se observo y contd en el microscopio las colonias resultantes.
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Tabla 1 Numero de células sembradas para el ensayo de colonias de progenitores

hematopoyéticos.

Dia Numero de células sembradas
CMN (antes de Ila| 10,000

inmunoseleccion)

0 1,000

7 1,000

14 2,000

21 2,300

28 2,500

35 2,700

42 3,000

Se aumenta el nimero de células sembradas con el tiempo debido a que el numero de progenitores va
disminuyendo a lo largo del cultivo.

5.7 TINCION CON ROJO OLEOSO

En todos los protocolos de cultivo, cada siete dias durante las resiembras de las
células, se hicieron laminillas de la fraccién celular no adherente en el Cytospin
(Cytopro™ Wescor, E.U.) con aproximadamente 40,000 células cada laminilla.
Posterior a la tincidn, se conté en el microscopio optico el numero de células
positivas a rojo oleoso con respecto a las negativas para obtener el porcentaje.

Para la fraccidon adherente se utilizé la placa de cultivo después de los
siete, catorce, veintiun y veintiocho dias de exposiciéon a medio adipogeénico, en
el protocolo de tres fases descrito anteriormente, con el fin de observar si habia
diferencia en el porcentaje de células tefiidas con rojo oleoso.

Se conté el numero de células adheridas en los mismos dias de exposicion a
medio adipogénico y a partir de ello los cultivos fueron acortados a veintiun dias,
con siete dias de exposicion a medio adipogénico en el caso del protocolo de
dos fases y de tres fases. El protocolo de una fase no se hizo con células

adherentes.

40



La técnica de tincidon de rojo oleoso ha sido publicada previamente en

distintos articulos, un ejemplo es el de Yu G, et al. 2011, y la técnica descrita a

continuacion es similar a la reportada en este articulo, con algunas

modificaciones resultantes de la estandarizacion.

Para ambas fracciones (adherente y no adherente) se puso
paraformaldehido (JT BAKER®) al 10% hasta cubrir la superficie y se
dejoé por 10 minutos para fijar a las células, luego se retird el exceso.
En los dias posteriores se procedié a hacer la tincion colocando
propelin glicol (JT BAKER®) absoluto durante 5 minutos.

Se observo al microscopio para ver si los cristales formados por el
paraformaldehido se diluian, si no, se dejé6 mas tiempo el propelin
glicol absoluto.

Se retird el propelin glicol absoluto y se colocé la solucidn preparada
de rojo oleoso recién filtrada en la placa o en un vaso Koplin para
colocar ahi las laminillas.

Se incubd durante 30 minutos a 60°C

Se lavo con propelin glicol al 85%

Se contd el porcentaje de células positivas a rojo oleoso

5.8 PCR EN TIEMPO REAL

5.8.1. EXRACCION DEL RNA

Se realiz6 la extraccion del RNA de las células CD34* CD38  LIN- antes de
cultivar (D0), de las cultivadas al dia 21, adherentes (Adh) y no adherentes (NA)

tanto de la condicion control (CT) como del protocolo de tres fases (3F).

También se hizo la extraccion de RNA de adipocitos diferenciados a partir de

células mesenquimales con el mismo medio adipogénico que se utiliza para

todos los demas ensayos.

Esto se hizo con los kits de extraccion Quiagen RNeasy® PLUS Mini Kit
(Hilden, Alemania) (para 500,000 células o mas) y RNeasy® PLUS Micro Kit
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(Hilden, Alemania) (para 499,999 células o menos) de acuerdo con las

instrucciones proporcionadas por el proovedor:

Para 500,000 células o mas:

Se centrifugaron las células en un tubo eppendorf de 1.5mL a 1100rpm
durante 9 minutos para obtener el botén celular.

Se retir6 dentro de lo posible, la mayor parte del sobrenadante, se
agregaron 350pl de Buffer RLT Plus y se disolvio el contenido con ayuda
del Vortex durante un minuto.

Se transfirio el lisado a una columna eliminadora de DNA y se centrifugo
por 30 segundos a 10,000 rpm.

Se le agregaron 350ul de etanol al 70%, se transfirieron los 700 uL de la
muestra a una columna de extraccion RNeasy y se centrifugd 15
segundos a 10,000rpm.

Se descarto el liquido que sale de la columna o flujo y se agregaron 700
ML del buffer RW1. Se centrifugé 15 segundos a 10,000 rpm.

Se descarto el flujo, se agregaron 500 pL del Buffer RPE y se centrifugd
15 segundos a 10,000 rpm. Se repitié este paso centrifugando durante 2
minutos.

Se puso la columna en un tubo colector de 1.5mL, se agregaron 50 uL de
agua libre de RNasas y se centrifugd 1 minuto a 10,000 rpm.

Se guardd el RNA a -20°C disuelto en el agua

Para menos de 500,000 células:

Las células adheridas se despegaron de las placas de cultivo utilizando
Tripsina (Gibco® by Life Technologies, NY, EU.) al 10% quitando
previamente el medio y lavando la placa suavemente con PBS.

Tanto las células adherentes como las no adherentes se centrifugaron en
un tubo eppendorf de 1.5mL a 1100rpm durante 9 minutos para obtener el

botén celular.
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Se retir6 dentro de lo posible, la mayor parte del sobrenadante, se
agregaron 350pul de Buffer RLT Plus y se disolvié el contenido con ayuda
del Vortex durante un minuto.

Se transfirio el lisado a una columna eliminadora de DNA y se centrifugo
por 30 segundos a 10,000 rpm.

Se le agregaron 350ul de etanol al 70%, se transfirieron los 700 uL de la
muestra a una columna de extraccion RNeasy y se centrifugdo 15
segundos a 10,000rpm.

Se descarto el liquido que sale de la columna o flujo y se agregaron 700
ML del buffer RW1. Se centrifugé 15 segundos a 10,000 rpm.

Se descarto el flujo, se agregaron 500 pL del Buffer RPE y se centrifugd
15 segundos a 10,000 rpm.

Se descarto el flujo, se agregaron 500 pL de etanol al 80% y se centrifugo
15 segundos a 10,000 rpm.

Se colocd la columna en un nuevo tubo colector y se centrifugdé 5 minutos
a 10,000 rpm para descartar cualquier residuo aun presente en la
columna.

Se puso la columna en un tubo colector de 1.5mL, se agregaron 15 uL de
agua libre de RNasas y se centrifugdé 1 minuto a 10,000 rpm.

Se guardd el RNA a -20°C disuelto en el agua

Posterior a la extraccion se midid la cantidad de RNA utilizando un sistema

espectrofotométrico de microvolumenes (Epoch BioTek®).

Para ver la integridad del RNA se realizdé un gel de agarosa (Invitrogen™,

Auckland NZ.) al 2% y se corri6 el RNA marcado con SybrGold (Invitrogen™,

Auckland NZ.). Se aprobd la muestra como integra si se observaba en el gel las
bandas 18S y 28S del RNA.
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5.8.2. PRODUCCION DE cDNA

Para obtener el cDNA a partir del RNA de las muestras, se utilizé un kit de
retrotranscripcion (High Capacity cDNA reverse transcription kit, Applied
Biosystems, Foster City CA. E.U) y se prepararon las reacciones segun las
instrucciones proporcionadas por el proovedor, de la siguiente manera:
e Para cada reaccion se utilizaron los siguientes reactivos:
o 2 uL del Buffer RT
o 0.8 yL de dNTP Mix
o 2 PL de Random Primers RT
o 1 yL de Multiscribe Reverse Transcriptase
o 4.2 uL de Agua libre de nucleasas
e Se programé la reaccion en el termociclador (Bio-Rad C1000 Thermal
Cycler) con los siguientes pasos:
o 10 minutos a 25°C
o 120 minutos a 37°C
o 5 minutos a 85°C
o Enfriar hasta alcanzar los 4°C

e Se almacend el cDNA a 4°C hasta su uso.

5.8.3. qRT-PCR

Se realizd un ensayo a diferentes diluciones para ver la sensibilidad del equipo y
ya que se tenia un numero pequefio de células en algunas condiciones, se
calculé 3.7 ng como concentracién estandar de RNA para utilizar en todas las
reacciones, en base a la cantidad minima disponible en las muestras.

Las reacciones para la PCR en tiempo real fueron preparadas en placas
especiales de 96 pozos para ser leidas y procesadas en el termociclador
LightCycler® 480 Il de Roche Applied Science. El procedimiento fue realizado

segun las instrucciones proporcionadas por el proovedor.
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Se utilizaron los siguientes primers y sondas que fueron adquiridos por
Roche Applied Science (Amplibio S.A. de C.V.):

Tabla 2. Primers y sondas utilizados para la reacciéon de PCR en tiempo real

NOMBRE SONDA* Secuencia 5'---->3'

LPL 25 atgtggcccggtttatca
ctgtatcccaagagatggacatt

PPARy2 14 tccatgctgttatgggtgaa
tgtgtcaaccatggtcatttc

GAPDH 60 agccacatcgctcagacac
gcccaatacgaccaaatcc

Los genes LPL y PPARY2 fueron utilizados como indicios de adipogénesis y el gen GAPDH se utilizé como
gen de referencia. “Numero segun el catalogo de Roche.

Se utilizaron los primers mostrados que son para genes que funcionan como

marcadores de la diferenciacion adipogénica (Schutze N, et al. 2005)

e Para cada reaccion se utilizaron los siguientes reactivos:

(@]

o

o

o

o

5.2 uL de Light Cycler 480 Probes Master Mix

0.2 yL de la sonda

0.2 pL de los dos primers.

3.7ng de la muestra de RNA (se calcul6 el volumen para cada
reaccion)

Se aforé a 10 pL con agua grado PCR

e Se programo la reaccion en el termociclador con los siguientes pasos:

45




Tabla 3. Programa de ciclos y temperaturas

Nombre Ciclos Tiempo Temperatura(°C)
Pre-incubacion 1 5 minutos 95
Amplificacion 1 10 segundos 95
65* 30 segundos 60
1 1 segundo 72
Enfriamiento 1 10 segundos 40

Se describe el numero de ciclos, el tiempo de duracién de los mismos y la temperatura en cada fase de la
PCR. *El programa normalmente sugiere 45 ciclos pero en este caso se aumentd este numero por baja
concentracion de RNA.

5.9. SEPARACION POR EL MARCADOR CD163

El CD163 es un receptor del grupo B de la superfamilia de receptores barredores
o scavenger ricos en cisteinas (SRCR por sus siglas en inglés), los cuales son
receptores exclusivos de células del sistema inmunoldgico, debido a su funcion
de reconocer y depurar agentes extranos. Este marcador se encuentra presente
en macrofagos maduros o residentes de tejidos como el pulmén o el bazo (Van
den Heuvel et al., 1999). Se utilizé este anticuerpo para este estudio debido a
que es considerado un buen marcador de separacion de macrofagos,
enfocandose en la fraccion mas madura, y descartando la mayor parte de los
progenitores monociticos mas tempranos.

Se proces6 la muestra de sangre de cordon umbilical como se describe
anteriormente. Se utilizé el anticuerpo CD163 (BD Pharmigen™ E.U), de ratén
anti-humano, conjugado con ficoeritrina, para sortear por citometria de flujo en

base a las instrucciones proporcionadas por el proveedor.
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e Se separo un millon de células mononucleares las cuales se diluyeron en
PBS con 2-3% de SFB con 1mM de EDTA y se incubaron con 4ul del
anticuerpo CD163 durante 30 minutos en oscuridad y a 4°C.

e Se centrifugd a 2500rpm por 5 minutos y se decanto el sobrenadante, se
agrego 1mL de PBS a cada tubo

e Se utilizo el citdmetro Facs Aria de BD con el software de Facs Diva v6.1
para separar la poblacion CD163* representando a una poblacion
enriquecida en monocitos y macréfagos. La poblacion CD163- también se
obtuvo.

e Se cultivaron ambas poblaciones bajo el protocolo de tres fases y bajo el
protocolo de control.

e Se realizo la tincion con Rojo Oleoso

5.10. ANALISIS ESTADISITCO

Para las graficas de viabilidad, numero de células y numero relativo de
progenitores, se realizo la regresion lineal de cada protocolo para ver si habia
diferencias significativas con la prueba de ANOVA y posteriormente observar la
tendencia de cada linea calculando el valor de su pendiente.

Se realiz6 la prueba de ANOVA con la subsiguiente prueba Tukey para
todos los datos, considerando significativo el valor de p < 0.05.

Para las poblaciones CD163* y CD163" se realizé una t de student por ser

una comparaciéon uno a uno, considerando significativa el valor de p < 0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DE FIBROBLASTOS

Con el fin de asegurarnos de que ninguno de los resultados observados fuera
producto de la presencia de células mesenquimales, se realizaron los ensayos
de colonias de fibroblastos en varias muestras de sangre de cordéon umbilical
como se describe a continuacion.

Se analizaron once muestras de células mononucleares de sangre de
cordon umbilical para el ensayo de colonias formadoras de fibroblastos (UFC-F).
No se observaron UFC-F en ninguna de las muestras, descartando la presencia
de células mesenquimales y corroborando la baja frecuencia de muestras de
sangre de corddn umbilical que contienen CTMs (Fig. 1a). Asi mismo se evalud,
mediante el mismo ensayo, a la poblaciéon CD34* CD38" Lin- de ocho muestras,
igual que en el caso anterior, no se observé ninguna UFC-F (Fig. 1b). Como
control positivo empleamos células mononucleares provenientes de meédula
O0sea; como era de esperarse, se observd la presencia de numeros significativos
de UFC-F (7 UFC-F/108 CMN; Fig. 1c). Las fotografias se tomaron a simple vista
directamente de los pozos y placas tefiidas con Wright Giemsa ya que las
colonias de fibroblastos pueden verse sin necesidad del microscopio. Se
observaron todas las placas al microscopio éptico para confirmar la ausencia de
células fibroblastoides.

En estudios previos del Laboratorio de Células Troncales Mesenquimales
de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas del
Hospital de Oncologia de Centro Médico Nacional Siglo XXI, se reporté la
frecuencia de células estromales mesenquimales en médula ésea, placenta y
sangre de cordon umbilical. Se observé que el 100% de las muestras de médula
Osea y placenta tienen células mesenquimales, a una frecuencia de 1 / 0.031 x
10% y 1 / 8 x 10° respectivamente, mientras que en sangre de cordén umbilical
solo en 11 de 104 muestras se encontraron estas células y a una muy baja
frecuencia (1 en 200.5 x 108 células mononucleares; Montesinos J.J., et al.

2009). Otros estudios reportan resultados similares, encontrando células
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mesenquimales en 1 de 15 muestras de sangre de cordén umbilical; es probable
que en los casos en que se han encontrado células mesenquimales en esta
fuente, dichas células provengan no de la sangre sino de la matriz del cordén, de
donde se obtienen células mesenquimales a una frecuencia mucho mas alta (8
de 8) (Zeddou M, et al. 2010) Estos datos apoyan lo observado en este

experimento.

Figura 1. Ensayos de colonias de fibroblastos (UFC-F). a) CMN de sangre de cordon umbilical; no se
observo la presencia de UFC-F en ninguna de las placas. b) Poblacién enriquecida CD34* CD38- Lin; no se
observo la presencia de UFC-F en ninguno de los pozos. C) Control positivo de células mononucleares
provenientes de médula 6sea; se observan UFC-F a simple vista.
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6.2 OBTENCION DE LA POBLACION CD34* CD38" Lin-

Se obtuvo la poblacion CD34* CD38 Lin, y se midid el porcentaje de
recuperacion, es decir cuantas células se obtuvieron en relacion con la cantidad
de células que pasaron por la inmunoseleccion; asi como de enriquecimiento en
veces, es decir, cuantas veces aumentd la frecuencia de unidades formadoras
de colonias (progenitores) después de la inmunoseleccion.

Se observé un porcentaje de recuperacion que va conforme a la
frecuencia de células troncales presentes en sangre de cordon umbilical (Flores
Guzman P. 2006). También se observo que después de la inmunoseleccion, la
frecuencia de progenitores aumenta por lo que hay un enriquecimiento en
células primitivas a partir de células mononucleares. Los datos coinciden con los
previamente publicados por Flores P. et al. 2005 para la misma poblacién
celular. (Tabla 4 y 5). Con esto se determiné que se trabajé con la misma

poblacion previamente caracterizada.

Tabla 4. Recuperacion celular y enriquecimiento en células primitivas después de
la inmunoseleccion de células de sangre de cordén umbilical

Este estudio Flores P. et al. 2005
CMN Seleccionadas CMN Seleccionadas
Células totales 100 0.36 £+ 0.14 100 04+05
(% del numero
inicial)

UFC (% de 0.4710.29 | 6.25+4.03 04+05 42+32
células totales)
UFC (veces de 1 15.09 + 8.08 1 17.98 + 13.37

enriquecimiento)
Las células seleccionadas corresponden a la poblacién enriquecida en células CD34+ CD38- Lin- obtenida
después de la seleccion inmunomagnética a partir de células mononucleares (CMN) de sangre de cordén
umbilical. UFC: Unidades formadoras de colonias.
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6.3 CINETICA DE CAMBIOS EN EL NUMERO CELULAR, VIABILIDAD Y
EXPANSION EN CONDICIONES ADIPOGENICAS

Se observo el comportamiento de las células a lo largo de los cultivos a
partir de sus cambios en viabilidad, numero celular y expansion de progenitores
hematopoyéticos para comparar las células desarrolladas en el efecto del medio
adipogénico con respecto a las desarrolladas en medio hematopoyético y ver si
es o no favorable el cambio de medio en cualquiera de estos aspectos.

Se analizaron nueve muestras mediante los cuatro protocolos descritos
previamente en la metodologia. En la Figura 2 se observaron los cambios en la
viabilidad celular a lo largo del cultivo y en la Figura 3 los cambios en el numero
de células viables en cada uno de los distintos protocolos.

En cuanto a la viabilidad, se observé en los cuatro protocolos de cultivo
que todas las pendientes (m) fueron negativas, lo cual quiere decir que la
viabilidad de las células disminuyd con el tiempo de cultivo, independientemente
del medio en el que se encontraran.

En el protocolo control se observd que la viabilidad fue disminuyendo
paulatinamente; en el protocolo de una fase se observd que disminuye la
viabilidad drasticamente desde los primeros dias, como podemos ver en el valor
de su pendiente, el cual es el menor de los cuatro protocolos. Asimismo se
observa que estos dos protocolos son significativamente diferentes a los demas
y entre si.

Esto nos indica que las células hematopoyéticas muy primitivas no
sobreviven en un medio adipogénico. En el protocolo de dos fases, se observo
que la viabilidad disminuye con menor velocidad por o que podemos ver que
una vez que estas células fueron cultivadas en medio hematopoyético durante
los primeros siete dias, adquirieron una mayor capacidad de sobrevivencia, aun
a pesar de que el medio adipogénico no parecia favorecerla. Sin embargo, sélo
en el caso de una muestra de las nueve analizadas, las células sobrevivieron

hasta el dia 28 de cultivo adipogénico.
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En el protocolo de tres fases se observé algo muy similar al de dos fases,
con la diferencia de que en este protocolo las células tuvieron mayores
posibilidades de llegar hasta el dia 28 de cultivo adipogénico, lo que nos dice
que la fase intermedia (el medio enriquecido en SFB) permite a las células
sobrevivir por mas tiempo.

En cuanto al numero celular, fue significativo el aumento de las mismas
en el protocolo control desde el dia 7 y a lo largo de los dias de cultivo, el valor
de su pendiente siempre fue positivo. En cambio en el protocolo de una fase, el
numero celular disminuy6 drasticamente desde los primeros dias, lo cual junto
con lo observado en la viabilidad, nos indica que el medio adipogénico no
favorecio a las células primitivas. En el protocolo de dos fases observamos un
valor positivo en la pendiente de los primeros dias que es el tiempo en que las
células se encontraban estimuladas por el medio hematopoyético, en cambio se
volvié ligeramente negativa a partir de siente dias que las células estuvieron en
medio adipogénico. En el protocolo de tres fases se observd el mismo
fendmeno.

Aparentemente la fase intermedia del medio enriquecido en SFB en el
protocolo de tres fases, no determiné un cambio importante en el cultivo, al
menos en la fraccion no adherente, pues se observo la misma viabilidad y
proliferacion en ambos protocolos. En general se observo que la induccion a la
fase de diferenciacion afecta directamente a las células disminuyendo su
viabilidad y el numero de células en todos los casos. Por otro lado se observo
también que fue necesaria una primera fase de induccion con medio
hematopoyético para permitir que las células sobrevivieran por mayor tiempo, lo
cual nos sugirid que son las células progenitoras y maduras las que tienen
mayores posibilidades de sobrevivir al efecto del medio adipogénico y no las

troncales.
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Figura 2. Viabilidad. Se mide la viabilidad en los cuatro protocolos de cultivo de células CD34* CD38" Lin..
La viabilidad en general disminuye dependientemente del tiempo de cultivo. Se ve mayormente afectada
cuando se induce la diferenciacién adipogénica en los tres protocolos. Existe diferencia significativa del
protocolo de una fase y del protocolo control con respecto a los demas (p< 0.05 ANOVA, (Tukey)) y la
tendencia de esta diferencia se observa en el valor de sus pendientes (m) segun el calculo de la regresion
lineal. Control: m=-0.81 + 0.08; 1 Fase: m= -5.53 + 3.29; 2 Fases: m= -2.53 +0.21; 3 Fases: m= -2.08 +
0.28. D: tiempo en dias de induccién a diferenciacion adipogénica (n=9).
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Figura 3. Cambios en el numero celular. El nimero celular aumenta a lo largo del cultivo en el grupo
control. En cambio en el protocolo de una fase las células disminuyen con respecto a los demas protocolos
desde el dia 7. El de dos fases, a partir del dia siete no hay aumento y hay una ligera disminucion. En el
protocolo de 3 fases disminuye ligeramente desde la exposicion a la fase de suero (D14) y disminuye
drasticamente a partir del cambio a medio adipogénico (D21). Existe diferencia significativa en el protocolo
control y el de 1 fase con respecto a los otros tres (p< 0.05 ANOVA, (Tukey)) y la tendencia de esta
diferencia se observa en el valor de sus pendientes (m) segun el calculo de la regresion lineal. Control: m=
672.5 + 1e%% 1 Fase: m= -0.063+0.03; 2 Fases: m=1.62 (Dia 0 al 14) y m= -0.131 + 0.12 (Dia 14 al 42); 3
Fases: m= 3.81+1.33 (Dia 0 al 14) m=-0.942+0.13 (Dia 21 al 42); D: tiempo en dias de induccién a
diferenciacion adipogénica; (n=9).
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Se analizaron nueve muestras para cuantificar la cantidad de unidades
formadoras de colonias (progenitores funcionales) en cada fase de cada
protocolo. Se hizo la relacién entre ese numero y el numero total de células en
cultivo para obtener el numero relativo de progenitores presentes en total (Figura
4).

El protocolo control mantuvo una pendiente positiva como lo muestra su
valor (m) y fue significativamente mayor a los demas protocolos desde el dia 7.
A su vez, el protocolo de una fase, como se esperaba por lo observado en las
graficas anteriores, desde el principio decae. El protocolo de dos fases mantuvo
una pendiente positiva hasta el dia siete y después de eso, tuvo una pendiente
negativa, denotando que el numero de progenitores disminuye con la exposicion
al medio adipogénico.

El protocolo de tres fases tuvo un comportamiento similar, de hecho la
fase intermedia enriquecida en SFB parece que también repercutié directamente
sobre el numero de progenitores, a pesar de que el numero celular en esta fase,
aumentd, sin embargo en este caso el numero relativo de progenitores es
significativamente mayor en el dia 21 con respecto al de dos fases. Sin
embargo, comparando el tiempo que llevan las células en medio adipogénico, el
numero de progenitores es el mismo.

En general, en los primeros siete dias, en los casos en que las células se
encontraban en medio hematopoyético, hubo una expansion en el numero de
progenitores, sin embargo, cuando el medio en el que se encontraban las
células era adipogénico, aun si es desde el dia cero o después de la fase

hematopoyética, el numero de progenitores disminuyé drasticamente.
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Figura 4. Incremento y disminuciéon de progenitores a lo largo del tiempo de cultivo. Se observa un
aumento en el numero de progenitores a los 7 dias de cultivo. A los 14 dias se observa una drastica
disminucion en los tres grupos, el control en ese punto se conserva por arriba de los otros grupos, el
protocolo de una fase disminuye significativamente con respecto a los demas protocolos desde el dia 7, los
protocolos de dos y de tres fases tienen una disminucién en el niumero de progenitores desde el dia 14.
Existe diferencia significativa entre los cuatro protocolos (p< 0.05 ANOVA, (Tukey)) y la tendencia de esta
diferencia se observa en el valor de sus pendientes (m) segun el célculo de su regresion lineal. Control: m=
58.69 + 26.27; 1 Fase: m=-0.071+ 0.03; 2 Fases: m= 2.991 (Dia 0 al 7) y m= -0.161 + 0.09; 3 Fases: m=
3.06 (Dia 0 al 7) y m=-0.282 + 0.137 (Dia 14 al 42). D: tiempo en dias de induccion a diferenciacion
adipogénica (n=9).
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6.4 ANALISIS CON LA TINCION DE ROJO OLEOSO
6.4.1 FRACCION NO ADHERENTE

El rojo oleoso es una tincion para ver lipidos internos y es una de las tinciones
predilectas para la identificaciéon de adipocitos. Se realiz6é esta tincion con el fin
de determinar si habia células con lipidos internos en estos protocolos de cultivo.

Se contabilizé el porcentaje de células positivas a rojo oleoso. Se utilizd
como control positivo células mesenquimales provenientes de meédula 6sea,
cultivadas durante 14 dias en el medio de diferenciacion adipogénica. Las
células adiposas positivas a rojo oleoso se muestran en la Figura 5A. El grupo
de células hematopoyéticas en condiciones hematopoyéticas (grupo control)
tuvo un minimo porcentaje de células positivas a rojo oleoso y en los protocolos
de diferenciacion se observd un incremento de dicho porcentaje
significativamente mayor a los 7 dias con el protocolo de una fase, a los 14, 21y
28 dias con el de dos fases y a los 28 dias con el de tres fases (Figura 6).
Aparentemente el medio adipogénico tiene un ligero efecto en la presencia o
ausencia de lipidos en las células de la fraccion no adherente de los cultivos, sin
embargo el mayor porcentaje que se alcanza no rebasa el 3%, a diferencia del

100% de células positivas en el control positivo.
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Figura 5. Tincién con rojo oleoso. A) CTM’s diferenciadas a adipocitos tefiidas con rojo oleoso. B)
imagen representativa de las células hematopoyéticas en la fraccién no adherente en cualquier fase y en
cualquiera de los cuatro protocolos, la célula de color rojo es considerada positiva. C) Imagen
representativa de las células hematopoyéticas en la fraccion adherente en cualquiera de los cuatro
protocolos, incluyendo el control.
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Figura 6. Porcentaje de células positivas a rojo oleoso en la fraccion no adherente. El grupo control
presenta una positividad basal de rojo oleoso. La fecuencia de positividad aumenta en los protocolos de
diferenciacién a partir del cambio a medio adipogénico. * = En el dia 7 el protocolo de una fase es
significativamente mayor a los demas. ¥ = En el Dia 14, el protocolo de dos fases es significativamente
mayor a los demas en ese dia. # = En el Dia 21 hay una diferencia significativa entre el protocolo de dos
fases y el control pero no contra el de tres fases. & = En el Dia 28 el control presenta una diferencia
significativa en el porcentaje de células positivas a rojo oleoso que en los otros dos protocolos; p< 0.05
ANOVA, (Tukey) D: dias de diferenciacion (n=9).
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6.4.2 FRACCION ADHERENTE

Se analizaron las células adheridas a partir del dia 14 del cultivo en el protocolo
de tres fases en tres muestras. Se observd que en este caso, la fase intermedia
enriquecida en SFB, en la fraccion adherente, a diferencia de la no adherente, si
present6 un efecto, ya que aumentd el numero de células que se adhirieron a la
placa como se habia reportado en articulos previos (Pedraza C, et al. 2008).

El porcentaje de células adheridas que resultan positivas a rojo oleoso fue
mucho mayor con respecto a las células no adherentes desde el dia 7 de cultivo
en condiciones adipogénicas. En la Figura 7 podemos observar que ademas no
hubo diferencia significativa en el porcentaje de células positivas a rojo oleoso
entre diferentes tiempos de exposicién de las células al medio adipogénico.
También se observé que el numero de células adheridas disminuye con el
tiempo de cultivo en medio adipogénico como se muestra en la Figura 8. Aunque
solo se cuantificd una sola muestra, la rapida disminucién en la cantidad de
células adheridas se observd en todas las muestras. Por lo anterior, se toma
para los siguientes ensayos a las células hasta el dia 21 de cultivo para estudiar
la fraccién adherente (con 7 dias de la fase de medio adipogénico).

Con estos resultados es evidente que el medio adipogénico contrarresta
los efectos de adherencia que el SFB les confiere a las células, y que las células
comienzan a despegarse. También existe la posibilidad de que el pequefo
porcentaje de células tefiidas con rojo oleoso en la fraccién no adherente haya
sido resultado del desprendimiento de estas células de la fraccion adherente, por
ello habria una mayor tendencia de células positivas a rojo oleoso en la fracciéon

no adherente de las células expuestas a medio adipogénico.
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Figura 7: Porcentaje de células positivas a rojo oleoso en la fraccion adherente durante la
exposicion a medio adipogénico en el cultivo de 3 fases. Medido al dia 7, 14, 21y 28 de
exposicién a medio adipogénico posteriores a las dos primeras fases del protocolo de 3 fases. No
hay diferencias significativas (p > 0.05 ANOVA (Tukey)) (n=3)
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Figura 8: Numero de células adheridas. Se observa que disminuye el nimero de células adheridas a la
placa a partir de 190,000 células iniciales. Esto fue observado en el protocolo de 3 fases (n=1)
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De manera interesante, se puede observar también que hay un alto
porcentaje de tincidn con rojo oleoso en las células del grupo control (Figura 9),
sin embargo no hubo diferencia significativa en el porcentaje de células tehidas
con respecto a los grupos con fases de diferenciacion adipogénica, por el
contrario, fue significativamente mayor el niumero absoluto de células tehidas
con rojo oleoso en el grupo control (Figura 10).

Esto sugiere que el medio adipogénico estuvo despegando a las células
de la placa, invariablemente si presentaban lipidos o no, pero existi6 una
tendencia a que las células que quedaron adheridas, fueran positivas a rojo
oleoso, y por ello el porcentaje fue mayor. En cambio en presencia de medio
hematopoyético se observd que no se despegan tan frecuentemente las células,
por lo que la tendencia marca que las células negativas a rojo oleoso
permanecieron adheridas y el porcentaje de células positivas disminuyé pero la
cantidad de células tenidas fue mucho mayor que en cualquiera de los otros
protocolos.

Que el porcentaje no varie significativamente pero si haya mayor numero
de células tenidas en el grupo control nos dice que el medio adipogénico no esta
favoreciendo la presencia de células con lipidos internos, este es un primer
indicio de que en la fase adherente, a pesar del alto porcentaje de células
positivas a rojo oleoso, no hay adipogénesis.

Por otro lado, las células con mayor capacidad de adherencia en una
poblacién de células hematopoyéticas son primordialmente los macréfagos (en
muchos protocolos se separa a estas células por su adherencia, (Freeman B.E.
2008)), de hecho las células observadas, positivas a rojo oleoso, tienen una
morfologia macrofagica.

Esto nos dice que es probable que las células observadas positivas a rojo
oleoso sean macrofagos que fagocitaron lipidos que pudieron haber obtenido de

las células muertas presentes en el cultivo, como se muestra posteriormente.
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Figura 9. Porcentaje de células positivas a rojo oleoso en la fraccion adherente en los tres
protocolos. Dia 21 de cultivo en los tres casos. se observa un menor porcentaje de células rojas en el
grupo control que en el de dos y tres fases. No hay diferencia significativa entre los tres grupos (p>0.05
ANOVA (Tukey)) (n=4).
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Figura 10. Numero absoluto de células teiidas con rojo oleoso en la fraccion adherente. Dia 21 de
cultivo en los tres casos. Se observa que el grupo control presenta significativamente un mayor nimero de
células tefiidas * = p< 0.05 ANOVA (Tukey) (n=4).
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6.5 PCR EN TIEMPO REAL

Se realiz6 esta técnica con el fin de corroborar lo que se observé anteriormente
con la tincion de rojo oleoso y ver si hay diferencias en la expresion de genes
entre las células adipociticas y hematopoyéticas y entre las que se cultivaron
con el protocolo control y el de tres fases y finalmente descartar o confirmar la
adipogénesis a partir de células hematopoyéticas.

Se midieron los genes PPARy2 y LPL como referencia de genes
altamente expresados en adipocitos (Schutze N, et al. 2005; Wang J., et al.
2013). El primero se selecciond por ser un gen de expresion temprana y el
segundo por ser un gen de expresion tardia.

Al tener pocas células adheridas al final del cultivo de tres fases (21 dias),
también se obtuvo poca cantidad de RNA, por lo que se estandarizé la
concentracion de RNA utilizada para la PCR en 3.7 ng (aunque la sensibilidad
del equipo es mayor pero se utilizdé la maxima concentracién posible con base en
la muestra de la que se obtuvo menor cantidad de RNA).

Los resultados se normalizaron con base en la expresiéon del gen de
referencia (GAPDH). Como se observa en la Figura 11, las células al dia cero
(DO0), es decir células CD34* CD38" Lin~ sin cultivar, s6lo expresaron el gen de
referencia. A diferencia de esto, los demas grupos expresaron ambos genes
PPARy2 y LPL. Esto indica que la expresién de estos dos genes no se presenta
en células primitivas, sino que se adquiere con la madurez de las mismas en el
desarrollo del cultivo.

En el caso del gen LPL, presentd mayor expresion en todos los grupos
que PPARYy2, y la expresion en el control positivo (adipocitos generados a partir
de células mesenquimales) fue significativamente mayor que cualquiera de los
otros grupos, sin embargo cabe destacar que sin importar si las células
estuvieron bajo el protocolo control o el de tres fases, la expresion de LPL
estuvo presente, y hay una mayor tendencia en la fraccién adherente, en donde
sabemos hay una poblacién de macréfagos, los cuales se ha visto que expresan
el gen LPL (Takahashi M., et al. 2013).
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El gen PPARYy2, por su parte, también se expres6 menos en los grupos
de células hematopoyéticas que en el de adipocitos, pero cabe mencionar que
se tuvo que ajustar el analisis, ya que en ningun caso, excepto en el control
positivo, se observo una amplificacién del gen en los tres pozos (cada muestra
se corrio por triplicado) y esto es debido a que la cantidad de moléculas de RNA
es tan pequefia que no alcanza a estar en todos los pozos, por lo que la
expresion de PPARy2 es casi nula en los grupos hematopoyéticos. Por dicho
ajuste en el analisis, la estadistica no muestra diferencia significativa de los
grupos de células hematopoyéticas contra el control. Ademas la tendencia de la
expresion de dicho gen es mayor en células que estuvieron durante todo el
cultivo en condiciones hematopoyéticas, por lo que tampoco se puede hablar de
que el medio adipogénico induzca la expresién de PPARYy2.

Algunas células hematopoyéticas expresan grupos de genes PPARY,
aunque no estrictamente del subtipo 2, pero ésta puede ser la razon por la que
se observa una baja expresion (Hutter S., et al. 2013). En conjunto, estos
resultados sugieren que las células adherentes que se generan en el cultivo de
tres fases, si bien, tifien con rojo oleoso y expresan niveles significativos de los

genes LPL y PPARyY2, no corresponden a adipocitos.
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Figura 11. Expresion relativa de los genes LPL y PPARy2. Se observa la expresion de ambos genes en
el control positivo de células mesenquimales diferenciadas a adipocitos (ct pos), en las células CD34*
CD38" Lin~ antes de cultivar (DO0), en las células no adherentes que estuvieron 21 dias en condiciones
hematopoyéticas (NA CT), en las células no adherentes que pasaron por el protocolo de tres fases (NA 3F),
en las células adherentes en condiciones hematopoyéticas (ADH CT) y en las adherentes en protocolo de

tres fases (ADH 3F) * = p<0.05 ANOVA (Tukey) (n=3).
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6.6 CULTIVO DE CELULAS SEPARADAS EN BASE AL MARCADOR CD163

El marcador CD163 como se menciond anteriormente, es una molécula
especifica de macrofagos que descarta de manera mas estricta a progenitores
monociticos a diferencia de otros marcadores, permitiendo asi observar si la
tincion de rolo oleoso esta directamente relacionada con la poblacion de
macrofagos o no.

Se separo por citometria de flujo a las células CD163* y CD163". Como se
observa en las Figuras 16 y 17, las células positivas de la fraccion adherente
(macrofagos) fueron uniformes en su positividad a rojo oleoso, es decir no hubo
diferencia significativa entre las células del protocolo control (cultivo en
condiciones hematopoyéticas) y las del protocolo de tres fases. Las células
adherentes en la fraccion CD163- parecen ser resultado de la diferenciacion
hacia monocitos-macrofagos a partir de las CTH y CPH presentes en dicha
fraccién al inicio del cultivo. Dicha poblacién parece ser mas heterogénea,
presentando mayores variaciones en su comportamiento in vitro, lo que se
puede ver en el tamafo de la desviacion estandar.

Sélo hubo una diferencia significativa en el protocolo control entre ambas
poblaciones, siendo que los macréfagos presentan un porcentaje mayor de
células positivas a rojo oleoso.

En la fraccion no adherente hubo menos células positivas a rojo oleoso,
probablemente las células positivas se deban al desprendimiento de las mismas
de la fraccion adherente, fendbmeno que se observé mas en el protocolo de tres
fases como se plante6 anteriormente. Se volvié a observar un comportamiento
similar en la fraccién positiva por ser una poblaciéon mas homogénea.

Estos resultados apoyan la idea de que el fendbmeno observado con el
medio de induccién adipogénica se debe a macrofagos que adquieren lipidos
durante el cultivo y no a células hematopoyéticas que se diferencian a

adipocitos.
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Figura 12. Porcentaje de células positivas a rojo oleoso de la fracciéon adherente de las células
separadas por CD163. (n=3) Solo en el protocolo de control hay una diferencia significativa entre
ambas poblaciones (t (4) =4.96; p<0.05).
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Figura 13. Porcentaje de células positivas a rojo oleoso de la fraccion no adherente de las células

separadas por CD163. (n=3). No hay diferencias significativas entre ningin grupo (ANOVA (Tukey)
p>0.05)
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7. DISCUSION

La existencia de la plasticidad, definida por Horwitz como la capacidad de una
célula de diferenciarse a un tipo celular no esperado (es decir, distinto al que
pertenece) (Horwitz, 2003), ha generado mucha controversia en los ultimos 13
anos, ya que, como se menciond anteriormente en la introduccion de este
trabajo, existen diversos mecanismos alternativos a la misma (fusion celular,
produccion e intercambio de microvesiculas y modificacion artificial de la
expresion de genes) (Poulsom et al., 2002; Horwitz, 2003; Quesenberry, Dooner
y Aliotta, 2010). Dichos mecanismos alternativos parecen ocurrir de manera mas
comun en condiciones in vivo, dada la complejidad estructural y funcional del
sistema experimental.

En los estudios in vivo de plasticidad, generalmente se utilizan modelos
de dano tisular, ya sea por radiacion, por farmacos u otros mecanismos, para
permitir el trasplante de las células hematopoyéticas, sin embargo esto genera la
existencia de nuevas variables que no se pueden controlar y de las que se sabe
poco, como en el caso del modelo de microvesiculas propuesto por
Quesenberry. Por ello es necesario utilizar un modelo sin que exista este tipo de
dafio para observar si el dafo previo es necesario para que la célula presente
plasticidad, como lo propusieron Almeida y Zanjani en el 2004.

Otro de los puntos principales que causan controversia en el tema de la
plasticidad es el tipo celular que se utiliza. En diversos estudios se han
empleado poblaciones heterogéneas, como por ejemplo células mononucleares
de médula ésea o de sangre de cordon umbilical y esto no permite discernir si el
fendmeno observado es consecuencia de una poblacion hematopoyética o de
otro tipo -como la poblacion de células estromales mesenquimales- tampoco si
sucede a partir de una poblacion de células primitivas o maduras (Graf, 2002).

Con todos estos puntos en mente, decidimos llevar a cabo este estudio en
el que empleamos un modelo in vitro, el cual esta basado en un modelo
desarrollado previamente en nuestro laboratorio para analizar la diferenciacion

de CTH hacia el linaje neural. Para este estudio nos enfocamos en determinar

69



de qué manera se modifican los patrones de diferenciacion de las CTH hacia
linajes no hematopoyéticos (en particular el adipocitico) al cambiar el medio de
cultivo en el que se desarrollan dichas células. Por lo tanto, solo realizamos
cambios en el medio de cultivo y no llevamos a cabo ningun tipo de
manipulacion directa de las células hematopoyéticas.

En este trabajo utilizamos una poblacion enriquecida en células CTH y
carente de células estromales mesenquimales. Todo esto nos permite descartar
muchas de las variables que pueden generar confusion al momento de definir si

lo que se esta observando es consecuencia de la plasticidad.

El trabajo de Crossno y colaboradores (2006), muestra que a partir de un
trasplante de células de médula 6sea de raton se generan adipocitos nuevos en
el raton receptor. Este trabajo no establece la poblacidn responsable del
resultado observado y tampoco habla de plasticidad como tal. Dentro de la
poblacién celular de la médula ésea existe una gran proporcién de células
mesenquimales, por lo que no es de extrafiarse que la diferenciacion adipocitica
observada se deba precisamente a esas células. La controversia se genero
cuando Koh, al afo siguiente, publica que lo que Crossno observa no es una
diferenciacion, sino la presencia de macrofagos provenientes del donador que se
alojan en el tejido adiposo (Koh et al. 2007).

En 2009 Sera y colaboradores intentan resolver esta controversia y
utilizan una poblacion celular homogénea de CTH de raton. Con sus
observaciones llegaron a la conclusién de que los progenitores de macrofagos

pueden diferenciarse en adipocitos.

El presente trabajo es, hasta donde nosotros sabemos, el primer estudio
con células humanas en el que se explora la posible diferenciacién de CTH
hacia el linaje adipocitico. Este es un estudio comparativo entre células
hematopoyéticas expuestas, bajo distintos protocolos, a un medio de
diferenciacion adipogénica, y el mismo tipo celular en condiciones

hematopoyéticas. Nuestros resultados demuestran que no hay una diferencia
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real en cuanto a las caracteristicas que generalmente se utilizan para definir a
una célula adipocitica, como la adquisicion de lipidos, que se observa
principalmente en la fraccion adherente donde encontramos principalmente a los
macrofagos, y la expresion de genes que se utilizan en muy diversos estudios
para definir a los adipocitos.

El que los macréfagos presenten lipidos internos no es un concepto
nuevo, este fendmeno se ha observado en ciertos sistemas o enfermedades,
como la aterosclerosis, en la cual se acumulan gran cantidad de lipidos en la
intima (pared interna, de componente endotelial) de las arterias de mediano y
grande calibre, principalmente lipoproteinas de muy baja densidad (LDL por sus
siglas en inglés) causando una lesion (Hernandez Rodriguez y Sastre Gallego.
1999).

Los macréfagos juegan un papel importante en esta enfermedad; cuando
las particulas de LDL son oxidadas, aumenta la quimiotaxis y la adherencia de
monocitos y linfocitos T, los primeros se activan y fagocitan los lipidos excesivos
y forman lo que se conoce como células esponjosas. Ademas, secretan mas
citocinas quimioatrayentes que hacen que lleguen mas macrofagos al sitio y
haya mas cantidad de células esponjosas. Cuando hay un numero alto de estas
células, forman una placa que obstruye el flujo sanguineo, causando la
enfermedad (Gropper, Smith y Groff, 2009).

Estudios in vitro, empleando un cultivo de macrofagos, han demostrado
que éstos son capaces de fagocitar lipidos, por lo que presentan una tincién
positiva para rojo oleoso (Takahashi et al., 2013). De hecho la fagocitosis parece
no ser el unico mecanismo mediante el cual los macrofagos adquieren lipidos;
en un cultivo en presencia de glucosa, en condiciones de hipoxia y en ausencia
de lipidos externos, los macrofagos también resultan positivos a rojo oleoso, ya
que aumenta la concentracion del transportador de glucosa GLUT-3, por lo tanto
aumenta la entrada de glucosa y en consecuencia la biosintesis de triglicéridos
internos. Cabe destacar que en este mismo estudio, la hipoxia exacerbd la
cantidad de macréfagos tefiidos con rojo oleoso, pero aun en condiciones de
normoxia, se observan algunos macréfagos positivos (Li et al., 2012). Aunque lo
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anterior no muestra las mismas condiciones utilizadas en este estudio, sugiere
posibles mecanismos a través de los cuales los macrofagos adquieren lipidos.

Con esto entonces, no se descarta la posibilidad de que los macrofagos
observados en este estudio hayan sido capaces de generar sus propios lipidos
internos, sin embargo es mas probable que sea consecuencia de la fagocitosis
ya que los cultivos tuvieron una baja concentracion de glucosa, ademas de tener
una fuente abundante de lipidos externos en las células muertas durante el
cultivo.

De hecho, como se observa en el estudio de Takahashi et al de 2013, la
expresion de LPL juega un papel importante en la fagocitosis de lipidos por parte
de los macréfagos.

La LPL en macréfagos funciona como un puente entre los proteoglicanos
y los receptores de lipoproteinas y permite la entrada de las mismas a las
células. Ademas ayuda a digerir los lipidos de gran tamano, permitiendo mas
facilmente su fagocitosis (Takahashi et al., 2013).

Este grupo desarrollé un raton knockout de LPL que se expresa
especificamente en macrofagos, y observo que en presencia de lipidos externos,
las células no son positivas a rojo oleoso a diferencia del raton que si presenta
LPL. Ademas en el knockout se observé la disminucion de genes de fagocitosis
como CPT-1, lo que implica que la presencia de LPL esta relacionada con la
capacidad de fagocitar los lipidos presentes en el cultivo (Takahashi et al.,
2013).

En este estudio se muestra que hay expresién del gen LPL en las células
que se desarrollaron en el cultivo pero no en las células troncales iniciales,
aunque la expresion no se compara con la de los adipocitos, se puede inferir que
durante el cultivo, dado que en la primera fase de los protocolos de
diferenciacion se utilizaron citocinas hematopoyéticas como GM-CSF, a partir de
las células troncales hematopoyéticas se desarrollaron algunos macrofagos y
estos pudieron comenzar a expresar LPL. De ser asi, esto permitiria que
fagocitaran los lipidos que tuvieron al alcance en el cultivo y explicaria lo

observado con la tincién de rojo oleoso.
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En cuanto a PPARy2, se conoce muy poco acerca de su expresion en
células hematopoyéticas. En este estudio, la expresion de dicho gen resulté tan
baja que nunca se encontrd en las tres repeticiones de una misma muestra. Sin
embargo se sabe que los macrofagos, a través de la influencia de ciertas
citocinas, como IL-4, se diferencian a través de PPARy a macrofagos M2
(subtipo con propiedades anti-inflamatorias). Esto también sucede durante la
aterosclerosis (Hutter et al., 2013). Una vez mas parecen ser los macréfagos los
responsables de lo observado en este estudio.

Por todo lo anterior, es importante que cuando se planeen estudios sobre
plasticidad celular in vitro, se utilicen células que no presenten naturalmente
propiedades que van a ser estudiadas y que son propias del linaje al que se van
a diferenciar; por otro lado, hay que asegurarse que dentro de la poblacién
celular que se esta estudiando, no existan células que de manera natural se

diferencien al linaje al que se les esta induciendo.
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CONCLUSIONES

En este sistema no se observa adipogénesis a partir de células troncales
hematopoyéticas humanas provenientes de sangre de cordon umbilical.
Sin embargo no se descarta la posibilidad de que bajo otro sistema se
compruebe la plasticidad de células hematopoyéticas hacia adipocitos.

En este estudio se muestra que las formas en que generalmente se
identifican a los adipocitos no son lo suficientemente especificas ya que
las células cultivadas en condiciones adipogénicas presentan
caracteristicas similares a adipocitos y eso puede causar confusion en el
tipo celular observado.

No se descarta la posibilidad de que dentro del cultivo, ademas de los
macrofagos, exista otro tipo celular que presente lipidos internos, pero
son principalmente las células CD163" las que se tifien de rojo oleoso en
el mismo porcentaje que las células hematopoyéticas adheridas totales,
por lo que es probable que desde el principio se tuviera esta poblacion en

la fraccion adherente.
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9.PERSPECTIVAS

e Se requiere definir marcadores adipogénicos mas especificos como
estudios funcionales para estudios en los que se pretende ver adipocitos
para asi tener una mayor especificidad en cuanto al tipo celular que se
esta observando y no exista el riesgo de confundirlo con otro tipo celular
como los macrofagos. Algunos otros marcadores sugeridos que se
pueden utilizar para probar si son mas especificos para adipocitos, son
ADD1 (Factor 1 de diferenciacion y diferenciacion adipocitica), ERRa y
leptina

e Observar si este fendmeno es exclusivo del sistema con células humanas
0 si se observaria también que en el modelo en ratones las células
macrofagicas inducidas in vitro con un medio adipogénico que las no
inducidas para asi resolver la controversia iniciada en el modelo murino y
comparar con los resultados observados en este trabajo, con células
humanas.

e Estudiar la poblacion de macréfagos mas a fondo para ver si son capaces
de presentar caracteristicas de otros linajes mesenquimales o de otro
tipo, por ejemplo ver si son positivos a tinciones como von Kossa para ver
osteocitos o0 azul de alciano para condrocitos y de esa manera estudiar su
flexibilidad para presentar caracteristicas de distintos linajes.

e Probar diferentes medios con factores adipogénicos para observar si el
efecto es el mismo que el aqui observado y asi reforzar o refutar lo
propuesto en este trabajo.

e Observar si el comportamiento de CTH adultas, provenientes de médula
6sea o de sangre periférica movilizada, presentan el mismo

comportamiento que las de sangre de cordon umbilical.
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