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|I. RESUMEN

La hematopoyesis es el proceso mediante el cual se forman las células de la sangre y tiene lugar en la
médula dsea (MO). Es un proceso altamente regulado por el microambiente de la MO, principalmente
por las células troncales/estromales mesenquimales (MSCs por sus siglas en inglés Mesenchymal
Stem/Stromal Cells). Se ha visto tanto in vitro como in vivo en modelos murinos que las MSCs de MO
(MSC-MO), de placenta (MSC-PL), de sangre de cordén umbilical (MSC-SCU) y de gelatina de Wharton
(MSC-GW), favorecen la expansién de HPCs (por sus siglas en inglés Hematopoietic Progenitor Cells)
mieloides. Por otro lado, poco se conoce acerca de la linfopoyesis en humanos y lo que se sabe proviene
de estudios en modelos humanizados de ratén o mediante el uso de cocultivos con células estromales
murinas. Muy pocos estudios han evaluado la capacidad de las MSCs para favorecer la formacion de
células linfopoyéticas y ello se ha realizado Unicamente con MSC-MO, particularmente sobre la
produccién de precursores linfoides tempranos B T/NK a partir de HPCs. En este trabajo se pretende
evaluar la generacién de diversos linajes linfoides a partir de una poblacién hematopoyética con fenotipo
troncal CD34+CD38-Lin-, utilizando como monocapa alimentadora hematopoyética MSCs provenientes
de MO (tejido adulto), asi como de tejidos neonatales (SCU, PL, y GW). Para ello utilizamos dos sistemas
de co-cultivo: a) en el primero (sistema 1), ademas de utilizar monocapas de MSCs de las diferentes
fuentes, se utilizé un coctel de citocinas 1 (C1) constituido por IL-7, SCF, FIt3-L e IL-15 y con lo cual se
evalud la generacién de subpoblaciones de células NK, células dendriticas asesinas productoras de
interferon gama (IKDCs por sus siglas en inglés interferon killer dendfritic cells) y algunas poblaciones de
origen mieloide como células dendriticas convencionales y monocitos no clasicos; b) en el segundo
(sistema 2), ademas de las MSCs se utilizd otro coctel, coctel 2 (C2) constituido por IL-7, SCF y FIt3-L, con
lo cual se analizé la linfopoyesis de linfocitos B. Con el sistema 1 de cocultivo se observé que en presencia
de citocinas (C1), las MSCs de fuentes neonatales favorecieron significativamente la expansion de células
IKDCs CD56'% CD11c'% en comparacion con las MSCs de MO. Ademas, en esta misma condicién de co-
cultivo, observamos que Unicamente las MSCs de PL y SCU favorecieron la generacion de monocitos no
clasicos CD16*. La generacion de IKDCs y monocitos no clasicos favorecida por MSCs de tejidos
neonatales, parece estar relacionada con caracteristicas bioldgicas proinflamatorias de este tipo de MSCs
a diferencia de aquellas de MO. Asimismo, y de manera interesante, en estos co-cultivos observamos
que las MSC-SCU favorecieron los mayores rendimientos en la generacion de células dendriticas
convencionales, mientras que MSCs de SCU y PL favorecieron la generacion de practicamente todas las
subpoblaciones de NKs CD56'°"/" a diferencia de aquellas provenientes de MOy GW. Por su parte las NKs
CD56" CD16 productoras de citocinas fueron generadas por todas las fuentes de MSCs a excepcién de
las MSCs de GW. Por otra parte, empleando el sistema 2 de cocultivo en presencia de citocinas (C2), se
observé que las MSCs de PL y SCU fueron las Unicas que favorecieron significativamente la generacién
de la fraccién que engloba a los precursores de linfocitos B, linfocitos B inmaduros y maduros (PreB)/iB-
mB), en comparacion con aquellas MSCs de MO y GW. Sin embargo, las MSCs de MO solo fueron capaces
de generar progenitores de células B (Pro B), al igual que aquellas de SCU. Con estos resultados podemos
concluir que las MSCs de fuentes neonatales en especial las MSCs de PL y SCU bajo los sistemas de co-
cultivo analizados, tienen mayor capacidad linfopoyética en comparacién con aquellas provenientes de
MO y GW. Esta caracteristica biolégica puede repercutir en el uso clinico de las MSCs de SCU y PL en
procedimientos de terapia celular. Finalmente, en este trabajo fueron generados dos nuevos sistemas



de cocultivo utilizando fuentes de MSCs neonatales humanas como soporte para la generacién de
linfocitos, lo cual es una gran aportacion para el estudio de la linfopoyesis.



1. ABSTRACT

Hematopoiesis is the process through which blood cells are generated in bone marrow (BM). This process
is highly regulated by the microenviorment of BM mainly by Mesenchymal Stem Cells (MSCs). It has been
demosnstrated that MSCs from BM (BM-MSCs), placenta (PL-MSCs), umbilical cord blood (UCB-MSCs)
and Wharton'’s jelly (WJ MSCs) favour the expansion of Hematopoietic Progenitor Cells (HPCs) of myeloid
lineage, both in vitro and in vivo murine models. On the other hand, little is know about human
lymphopoiesis, and all about it comes from results obtained of humanized mouse models or cocultures
with murine stromal cells. Few studies with BM-MSCs have evaluated the role of MSCs to support
lymphopoiesis and only regarding to generation of B T/NK early precursors from HPCs. In this study we
decided to evaluate the generation of diverse lymphoid lineages from hematopoietic progenitor/stem
cell with primitive phenotype CD34+CD38-Lin- by using MSCs feeder layer from BM (adult tissue) and
UCB, PL and WIJ (neonatal tissues). We used two co-culture systems: a) the system 1, which consisted of
MSCs monolayers from different sources and a cytokine cocktail 1 (C1) constituted with IL-7, SCF, FIt3-L
and IL-15. In this system we evaluated the generation of natural killer cells subpopulations (NKs),
interferdn killer dendritic cells (IKDCs) and some populations of myeloid origin as conventional dendritic
cells and non-classical monocytes; b) the system 2, consisted of MSCs monolayers and cytokine cocktail
2 (C2) constituted of IL-7, SCF, FIt3-L through which we evaluated lymphopoiesis B. Using system 1 of
culture we observed that neonatal MSCs favored significantly the expansion of CD56'°% CD11c'°% IKDCs
compared with BM-MSCs. In addition we observed that only MSCs from UBC and PL favored generation
of CD16* non-classical monocytes. The generation of IKDCs and non-classical monocytes favored by
neonatal MSCs, seems to be associated with a proinflamatory chracteristic of such MSCs in contrast to
BM-MSCs. Interestingly, we observed that UCB-MSCs favored the generation of higher yields of
conventional dendritic cells, meanwhile MSCs from PL and UCB favored the generation of practically all
subpopulations of CD56'°%" NKs in contrast to BM-MSCs and WJ-MSCs. CD56M CD16° NKs producers of
cytokines, were generated by all cocultures with MSCs in the presence of cytokines except MSCs from
WIJ. On the other hand, using system 2, we observed that MSCs from PL and UCB were the only that
favored significantly the generation of B cells precursors, immature B cells and mature B cells (Pre B/iB-
mB) fraction. In fact, BM-MSCs and UCB-MSCs only were able to generate B cells progenitors (Pro B). In
conclusion, under the co-culture systems used, MSCs from neonatal tissues, especially those of PL and
UCB, have a higher lymphopoietic support capacity compared to MSCs from BM and WJ. This biological
characteristic of MSCs from UCB and PL may have implications to their potential clinical use in cell
therapy. Finally we generate two new coculture systems supported with neonatal MSCs for generation
of lymphoid cells, wich is a great contribution for lymphopoiesis study.



1ll. INTRODUCCION

1. Las Células Troncales

Una célula troncal es definida por su capacidad de auntorenovacién y de diferenciacién a distintos
linajes, es decir tiene la capacidad de generar células con sus mismas caracteristicas y células
diferenciadas con una funcidon mas especifica (Lanza & Atala 2009).

La autorenovacion requiere del control del ciclo célular y el mantenimiento de la potencialidad. Las
células troncales aunque tienen gran capacidad para autorrenovarse, su capacidad proliferativa es baja,
es decir se encuentran en fase de quiescencia, lo cual les permite mantener por largos periodos el
reservorio de células troncales. A la capacidad de diferenciacion de una célula se le conoce como
potencialidad (Marin-Llera & Chimal Monroy 2017).

Existen distintos tipos de células troncales de acurdo con su potencialidad para originar diferentes
linajes celulares y se dividen en: pluripotentes, multipotentes y unipotentes. Las células troncales
pluripotentes se obtienen de la masa célular interna del blastocisto y pueden diferenciarse in vitro a
linajes de las tres capas germinales (Grigor'eva et al, 2011), estas células también han sido denominadas
células troncales embrionarias (ESC del inglés inglés, embryonic stem cells) y aunque in vivo no existe
evidencia de que puedan autorrenovarse, in vitro si lo pueden hacer y por ello son consideradas células
troncales (Marin-Llera & Chimal Monroy 2017). Las células troncales multipotentes se diferencian a
distintos linajes de una misma capa germinal, un ejemplo de ellas son las células troncales
hematopoyéticas (HSC del inglés, Hematopoietic Stem Cells)(Marin-Llera & Chimal Monroy 2017 ). Las
células troncales unipotentes son capaces de diferenciarse a un linaje de solo una capa germinal un
ejemplo de ellas son las espermatogonias, que solo dan origen a los espermatozoides (Nickkholgh et al,
2014) (Figura 1).

Aungque el cigoto claramente es una célula totipotencial con capacidad de dar origen a células
embrionarias y extraembrionarias durante el desarrollo embrionario, no es considerado una célula
troncal en el sentido estricto de la palabra, a pesar de que una de las caracteristicas de la célula troncal
es su capacidad de originar a todas las células de un organismo término acufiado por Haeckel, el concepto
actual de célula troncal incluye la capacidad de autorenovacién. Se sabe que durante el desarrollo
embrionario temprano de los organismos animales, los embriones pueden presentar un desarrollo
invariable, esto significa que los determinates citoplasmaticos del huevo fertilizado son segregados en
blastémeros distintos y cada blastdmero da origen a una region del embridn. Incluso cuando hay un
desarrollo embrionario regulador o variable en la cual hay una distribucién homogénea de los
determinantes citoplasmaticos que permite que durante las primeras divisiones se generen blastémeros

con igual potencialidad, inclusive si son separados cada uno presenta la caracteristica de
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totipotencialidad y es capaz de formar a un individuo completo, sin embargo esto no significa que sea
una célula troncal, ya que no hay evidencia de que los blastémeros tengan la capacidad de

autorrenovacién que permitan perpetuar su poblacién (Marin-Llera & Chimal Monroy 2017).

@

ovocito

ajwslodno]

oY :
OOO Pluripotente ), 5&% EgTauerinio

Embrién en la fase

de 8 células

N

’ @& Mesodermo

b

@';5?53 ICM (ESC) b O Endodermo
Multipotente

/"P o Neutréfilo

qo ~——) @ Fritrocito

HSC
h""--«b . Linfocito T

Unipotente

Espermatogonia

Espermatozoide

Figura 1. Potencialidad de las células. La potencialidad de las células depende de su origen embrionario y su especificacion
a lo largo del desarrollo embrionario, el cigoto es la Unica célula totipotente, la cual da origen a todos los tipos celulares
del organismo, incluso el extraembrionario. Las células troncales pluripotentes se obtienen de la masa celular interna (ICM
por sus siglas en inglés inner cell mass) del blastocisto y pueden diferenciarse in vitro a linajes de las tres capas germinales.
Las células troncales multipotentes se diferencian a distintos linajes de una misma capa germinal, por ejemplo, las células
troncales hematopoyéticas las cuales generan cualquier célula del linaje hematopoyetico. Las células troncales
unipotentes son capaces de diferenciarse a un linaje de sélo una capa germinal. Tomada y modificada de Marin Llera 'y

Chimal-Monroy en Células Troncales biologia y apicaciones en biomédicina.

La frecuencia de células troncales en los tejidos es muy baja y no poseen caracteristicas
morfoldgicas que puedan utilizarse para su identificacion, por lo tanto, en la actualidad la forma de
reconocer a estas células incluye tanto analisis inmunofenotipico (es decir, la expresién de moléculas de
membrana o intracelulares), como la expresidon de genes que pueden actuar como marcadores. Sin
embargo, son los ensayos funcionales, tanto in vivo como in vitro, los que determinan la identidad de
toda célula troncal. En la mayoria de los tejidos entre las células troncales y su progenie totalmente

diferenciada, existen poblaciones intermedias de células progenitoras y precursoras que no son capaces



de autorenovarse, pero que poseen capacidad de proliferacién y un restringido potencial de
diferenciacidn. Una de las principales funciones de esta poblacién de células progenitoras es aumentar
el nimero de células diferenciadas por cada divisién de células troncales (Pelayo & Vadillo 2011).

La auto-renovacion, proliferacion y diferenciacion de las células troncales, son procesos que
dependen de diversos factores, tanto intrinsecos como extrinsecos. Los primeros compreneden una
variedad de moléculas presentes en las células de acuerdo con el tejido o linaje al que pertenece; los
segundos, incluyen a todos los tipos celulares y sus productos que forman parte del microambiente en
el que la célula se desarrolla. En otras plabras, la funcion de las células troncales depende de factores
reguladores intrinsecos que son modulados por sefiales externas (Pelayo & Vadillo 2011). Un ejemplo
claro de la regulacion de las células troncales por su microambiente, es el caso de las celulas troncales
hematopoyéticas en la médula dsea (MOQ), este érgano en etapa postnatal estd compuesto por dos
sistemas celulares principales: el sistema hematopoyético y el sistema estromal, quienes coexisten y

trabajan conjuntamente (Bianco et al, 2001).

2. La médula 6sea como organo hematopoyético

2.1 Concepto de hematopoyésis

La MO se localiza dentro de las cavidades de los huesos largos y planos y es el érgano encargado
de la hematopoyésis, proceso en el cual células troncales hematopoyéticas proliferan y se diferencian,
dando lugar a distintos tipos de células maduras circulantes (i.e, eritrocitos, granulocitos, linfocitos,
monocitos y plaquetas) (Mayani et al, 2007). Como se menciono anteriormente la MO estd fotmada por

dos sistemas: El sistema hematopoyético y el sistema estromal.

2.2 El sistema hematopoyético

El sistema hematopoyético puede ser dividido con base en el grado de madurez de las células
que lo conforman y a los distintos linajes celulares que se generan. De acuerdo con el grado de
maduracién célular se han identificado cuatro compartimentos. El primer compartimento corresponde
a las células mas primitivas o HSCs. Las HSCs consituyen el 0.01% del total de las células nucleadas
presentes en la MO. Estas células expresan antigenos como CD34 y carecen de la expresion de antigenos
especificos como CD45RA, marcadores de linaje cémo CD3, CD4, CD14, CD16, CD56, CD8, CD19, CD20,
CD33, CD38, CD57, CD71 y glicoforina A (Wognum, et al, 2003; Doulatov et al, 2010). En ellas la expresidn
de CD90, CD117, CD133 y VEGFR las distingue de estadios mas avanzados de diferenciacion. (Balandran
JC & Pelayo, R. 2016) (Figura 2).



Las HSCs dan origen a las células progenitoras hematopoyéticas (HPCs del inglés,
hempatopoietic progenitor cell), las cuales han perdido su capacidad de autorrenovacién pero conservan
su potencial proliferativo. Estas pueden ser multipotenciales y diferenciarse a diversos linajes
oligopotenciales, restringidos a 2 o 3 linajes (Pelayo et al, 2017). Las HPCs constituyen el segundo
compartimiento del sistema hematopoyético, el cual corresponde a <0.5% del total de células de la MO;
comparten ciertas caracteristicas inmunofenotipicas con las HSCs, como la expresion del antigeno CD34,
y comienzan a expresar CD38 y marcadores de linaje (Civin y Gore, 1993; Kondo M. et al, 2003) (Figura
2).

Las HPCs dan lugar a células precursoras comprometidas a linaje o unipotenciales y con elevada
capacidad proliferativa, ademas de que son reconocibles por su morfologia (tercer compartimento). Las
células precursoras constituyen la gran mayoria de las células de la MO (>90% de las células
hematopoyéticas residentes en la cavidad medular). Finalmente, el cuarto compartimento corresponde
a las células en vias de maduracién y maduras en MO y sangre periferica, las cuales son funcionales,

morfoldgica y fenotipicamente reconocibles (Mayani et al, 2007; Pelayo et al, 2017) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del sistema hematopoyético con los cuatro compartimientos jerarquicos. Imagen modificada de

Balandran y Pelayo, 2016.



2.3 El Sistema estromal

El sistema estromal estd conformado por varios tipos celulares que en conjunto producen
proteinas de la matriz extracelular (MEC), moléculas de adhesidon y citocinas que regulan las
hematopoyesis. Las células que conforman al sistema estromal son: los adipocitos, las células
endoteliales, los macréfagos, las células reticulares, los osteoblastos y las células troncales/estromales
mesenquimales (MSCs del inglés, Mesenchymal Stem Cells). Estas uUltimas, ademas de formar parte del
microambiente de la MO también pueden diferenciarse a células que forman el estroma, cdmo los

adipocitos, osteoblastos y células reticulares (Figura 3).

CELULAS ESTROMALES Y MECANISMOS DE REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS
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Figura 3. Sistema estromal de la médula ésea. Esquema representativo de las células que conforman el sistema estromal
de la MO. Los adipocitos, células endoteliales, macréfagos, células reticulares, osteoblastos y las MSCs forman parte del
microambiente de la MO vy regulan la proliferacion, sobrevida, maduracién, autorrenovacion y migracion de las células
hematopoyéticas a través de tres mecanismos: (1) secrecion de citocinas y quimiocinas, (2) la interaccion a través de
matriz extracelular y (3) el contacto célula-célula mediante moléculas de adhesion y morfégenos. Modificado de Mayani
et al, 2007.

Los adipocitos en la MO se incrementan con la edad, y llegan a ocupar el 50% de las cavidades
en la MO. El aumento de tejido adiposo resulta en una disminucidn de la actividad hematopoyética

(Naveiras et al, 2009; Tuljapurkar et al, 2011). Sin embargo, varios experimentos evidencian que los



adipocitos soportan la hematopoyesis de manera positiva (Corre et al, 2004 2006; Di Mascio et al, 2007;
Gainsford et al, 1996; Laharrague et al, 1998; Poloni et al, 2015). Se ha propuesto que los adipocitos
contribuyen junto con otras células del microambiente de la MO para mantener la regulacién vy
supervivencia de las HSCs, protegiéndolas de un estimulo excesivo de proliferacidn y diferenciacién que
pudiera llevar a un agotamiento de las reservas de HSCs (Mattiucci et al, 2018). Los adipocitos secretan
adiponectina que aumenta la proliferacién de HSCs in vitro (Di Mascio et al, 2007), otros estudios han
demostrado que esta molécula estd asociada con la regulacién de HSCs (Cawthorn et al, 2014). Ademas,
los adipocitos secretan otras moléculas importantes para la proliferacién y diferenciacion de HSCs como
leptina, CXCL12, IL-3, IL-8, el factor estimulante de colonias 3 (CSF3 del inglés, colony-stimulating factor
3), y el factor inhibidor de leucemia (LIF del inglés, leukemia inhibitory factor) (Mattiucci et al, 2018).

Las células endoteliales expresan muchos genes implicados en el mantenimiento de las HSCs,
incluyendo CXCL12, stem cell factor (SCF) y angiopoyetina, que inducen la proliferacién de HSCs in vitro
(Chute, et al, 2006). Se ha demostrado que la delecién de la molécula de adhesion endotelial E-selectina
resulta en un incremento de la quiescencia de las HSCs, sugiriendo que las células endoteliales participan
en la proliferaciéon de HSCs (Winkler et al, 2012). Ademas, las células endoteliales participan en el
mantenimiento de HSCs mediante la secrecién de SCF (ligando c-kit) (Ding et al, 2012).

Los macroéfagos regulan la hematopoyésis mediante la secrecion de factores hematopoyéticos
como el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF del inglés, granulocyte-
macophage colony-stimulating factor), factor estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF por sus
siglas en inglés, macrophage colony-stimulating factor) e interleucinas IL-10, IL-3, IL-6, IL-8 y TNFa
(Taichman et al, 1996).Por otro lado, ayudan al mantenimiento del nicho endosteal ya la permanencia
de HSCs en el mismo (Winkler et al, 2012).

Las células reticulares productoras de CXCL12 o células CAR (por sus siglas en inglés, CXCL12-
abundant reticular), son células progenitoras mesenquimales que tienen la capacidad de diferenciarse
hacia adipocitos y osteoblastos (Omatsu et al, 2010). Estas células son requeridas para la proliferaciéon
de células progenitoras eritroides y de células B, asi como para el mantenimiento de HSCs en estado
indiferenciado (Sugiyama et al, 2006; Omatsu et al, 2010). Ademas, las células CAR son las de mayor
produccién de SCF y CXCL12 en la MO (Anthony & Link, 2014).

Los osteoblastos producen CXCL12 y osteopontina involucradas en la retencién y mantenimiento
de las HSCs en MO, asi como angiotensina (Ang-1), trombopoyetina (TPO) y SCF que mantienen a las
HSCs en estado quiescente (Nagasawa et al, 2011). Se sabe que el nimero de HSCs incrementa conforme
aumenta conforma aumenta el nimero de osteoblastos y que las HSCs se encuentran adjuntas a células

Osteoblasticas sobre la superficie del hueso (Zhang et al, 2003).



Las MSCs ademas de dar origen a la mayoria de los diversos tipos celulares estromales que
componen la MO (Figura 3), tienen la capacidad de autorrenovarse, secretan diversas moléculas que
participan en la hematopoyésis como IL-6, IL-11, M-SCF, GM-SCF, SCF, ligando de la tirosina fetal 3 (FLT-
3L del inglés, Fms-related tyrosine kinase 3 ligand), TPO, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF
del inglés Vascular Endothelial Growth Factor), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF del inglés,
fibroblast growth factor). Ademads, son capaces de inducir sefalizacién célula-célula a través de
moléculas como ICAM-1y 2, VCAM-1, L-selectina e integrinas y la produccion de moléculas de matriz
extracelular, cémo: coldgenas LIII,IV y VI, laminina trombospondina y fibronectina (Fajardo-Orduiia et al,

2015)

3. Caracteristicas del sistema hematopoyético

Las HSCs tienen la capacidad de autorenovarse y son células troncales multipotenciales que dan
origen a todas las estirpes celulares que integran el sistema hematopoyético a través de un proceso
denominado hematopoyésis, las HSCs residen en el higado, pulmén, rifion y bazo en la etapa fetal y en
la MO a partir del nacimiento (Christensen et al, 2004).

Las células sanguineas han sido clasificadas en dos linajes: linfoide y mieloide. El linaje linfoide esta
conformado por las células B, células T, células asesinas naturales (NK, del inglés, Natural killer) y algunas
categorias de células dendriticas (DC del inglés, Dendritic Cells); mientras que el linaje mieloide incluye a
los granulocitos (neutrdfilos, eosinofilos, y basoéfilos), monocitos, macréfagos, eritrocitos,

megacariocitos, células cebadas y otras categorias de DCs (Pelayo & Vadillo, 2011).

3.1 La Mielopoyesis

La mielopoyesis da inicio con la diferenciacidn de los progenitores multipotentes (MPP del inglés
multipotent progenitor) a los progenitores mieloides comunes (CMP del inglés comon myieloid
progenitor), los cudles poseen mas del 98% de la actividad formadora de colonias mielo-eritroides de la
MO. Los CMP constituyen la fuente principal de progenitores comprometidos a la produccién de
granulocitos y macréfagos (GMP del inglés, granulocyte-macrophage progenitor) y los progenitores
eritroides megacariociticos (MEP del inglés, megakaryocyte—erythroid progenitor) (Figura 2).
Cronoldgicamente la primera bifurcacién que ocurre en la ruta de diferenciaciéon mieloide es la de la
produccién de eritrocitos y megacariocitos (Akashi et al, 2000; Adolfsson et al, 2005). La maduracidn
posterior a cada uno de los linajes hematopoyéticos estd definida por la pérdida gradual del potencial de
diferenciacién multiple y de la autorrenovacion, pero por otro lado va adquiriendo una identidad y

funcién especifica. Estos procesos son controlados por programas genéticos en donde los genes que
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mantienen la capacidad de autorenovacion se apagan, al tiempo que los genes que regulan la
diferenciacidn se encienden. De esta manera, los progenitores hematopoyéticos se diferencian a células
precursoras, a través de una serie de eventos en donde grupos alternados de genes en asociacién con
diversos factores de crecimiento determinan el destino celular en donde cada célula madura tiene una

identidad y funcion definitiva (Mayani et al, 2007).

3.1.1 Diferenciacidn eritroide-megacariocitica

Los progenitores eritroides mds primitivos son denominados unidades formadoras de brotes
eritroides (BFU-E del inglés, burst forming unit-erythroid), que mantienen una alta tasa de proliferacion
en respuesta a citocinas, mientras que los progenitores eritroides mas maduros, denominados unidades
formadoras de colonias eritroides (CFU-E del inglés, colony forming unit-erythroid), tienen un limitado
potencial de proliferacién. Estos progenitores dan lugar a precursores eritroides, dentro de los que se
incluyen proeritroblastos, eritroblastos baséfilos, eritroblastos policromatéfilos, eritroblastos
orocromaticos y reticulocitos; estos ultimos, a su vez, dan origen a los eritrocitos (Mayani et al, 2007)
(Figura 4).

A lo largo de esta ruta de diferenciaciéon, la eritropoyetina (EPO) actia como una de las
principales citocinas reguladoras de la eritropoyesis. Esta molécula es producida por las células
intersticiales renales y en menor proporcion por células hepaticas. La principal actividad de la EPO es
controlar la produccion de células eritroides a través de la promocion de la sobrevivencia, proliferacidon
y diferenciacion de progenitores eritroides en la MO (Miyajima et al, 1999). Esimportante destacar que
ademas de la EPO, citocinas como IL-3, TPO, FLT-3L y SCF participan también en la eritropoyesis; estas
citocinas son capaces de sinergizar con EPO y regular la proliferacion, diferenciacidon y sobrevivencia de
células progenitoras y precursores eritroides (Schareder et al, 2001).

Con respecto a los progenitores megacariocitos, los progenitores mas tempranos son definidos
como células formadoras de brotes megacariociticos (meg-BFC del inglés, megakaryocyte burst forming
cells). Estos meg-BFC dan lugar a células formadoras de colonias de megacariocitos (meg-CFC del inglés,
megakaryocyte colony forming cells) que representan a los progenitores tardios, capaces de formar
pequefias colonias después de 12 dias de cultivo. Estos meg-CFC a lo largo de 5 a 7 dias, tienen diversas
endomitosis (replicacion del ADN sin divisién nuclear), que conducen a la formacién de precursores
poliploides denominados megacariocitos inmaduros, quienes una vez que desarrollan un citoplasma
maduro dan lugar a megacariocitos maduros, que eventualmente daran lugar a las plaquetas (Figura 4).
A lo largo de todo el proceso de diferenciacién megacariocitica, el elemento regulador clave es la TPO,

ya que promueve el crecimiento de los meg-CFC, incrementando sustancialmente la tasa de endocitosis
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y estimulando la diferenciacién a megacariocitos maduros. Algunas otras citocinas involucradas con este

proceso son IL-3, IL-6 e IL-11.
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Figura 4. El progenitor eritroide-megacariocitico (PEM), da lugar a Unidades Formadoras de Brote Eritroides (BFU-E),
quienes a su vez originan Unidades Formadoras de Colonias Eritroides (CFU-E), para posteriormente dar lugar a
proeritroblastos (PE), eritroblastos basofilos (EB), eritroblastos policromatoéfilos (EPC), eritroblastos ortocromaticos (EO),
reticulocitos (RET) y eritrocitos maduros, en la parte superior se encuentran las citocinas que participan en la
diferenciacion eritroide. El progenitor eritroide-megacariocitico también puede dar lugar a Células Formadoras de Brotes
Megacariociticos (Meg-BFC), que a su vez, generan Células Formadoras de Colonias Megacariociticas (Meg-CFC), que
posteriormente generaran megacariocitos inmaduros (Meg-1) y maduros (Meg-M), que finalmente liberaran a las

plaquetas. Imagen tomada y modificada de Mayani et al, 2007.

3.1.2 Diferenciacién granulo-monocitica.

Los progenitores mieloides incluyen unidades formadoras de colonias granulo-monociticas
(CFU-GM del inglés, colony forming unit-granulocytes and macrophages), que a su vez dan origen a
unidades formadoras de colonias granulociticas (CFU-G del inglés granulocytes colony forming units) y
unidades formadoras de colonias de monocitos-macrofagos (CFU-M del inglés monocyte colony forming
units). Una vez encaminadas en la via de diferenciacion, las CFU-G dan lugar a mieloblastos,
promielocitos, mielocitos, metamielocitos y células maduras (eosinofilos, neutroéfilos y basdfilos) (Figura
5). Mientras que las CFU-M dan lugar a monoblastos, promonocitos, monocitos, y finalmente macréfagos
(Figura 5). Estudios recientes han sugerido la existencia de un progenitor intermedio que deriva
directamente del progenitor granulo-monocitico (GMP) y es comun para macrofagos y células
dendriticas (MDP) (Doulatov et al, 2010; lwasaki & Akashi, 2007). En humanos el MDP también puede
provenir de la poblacién de progenitores multilinfoides (MLP) (Figura 2). Presumiblemente este MDP
constituye un progenitor temprano de las CFU-M (Pelayo & Vadillo, 2011).

Las células de linaje mieloide son reguladas por un amplio nimero de citocinas entre las que se
encuentran: GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-3, IL-6 y SCF. Los factores estimuladores de colonias inducen la

sobrevivencia y proliferacién de los progenitores, mientras que citocinas como SCF promueven el

12



crecimiento de las HSC y los progenitores y tienden a tener un mayor efecto cuando actdan en
combinacion con factores de crecimiento (Mayani et al, 2007). Existen también factores que inhiben la
mielopoyesis, como el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a por sus siglas en inglés, Tumor Necrosis
Factor), el factor de crecimiento transformante B (TGFB por sus siglas en inglés, Transforming Growth

Factor) y los interferones (INFs) entre otros (Broxmeyer, 1992).
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Figura 5. Los progenitores granulo-monociticos o Unidades Formadoras de Colonias Granulo-Monociticas (CFU-GM), dan
lugar a Unidades Formadoras de Colonias Granulociticas (CFU-G) y Unidades Formadoras de Colonias Monociticas (CFU-
M). Una vez encaminadas en la via de diferenciacion, las CFU-G dan lugar a mieloblastos (MIEL), promielocitos (PM),
mielocitos (MIEL), metamielocitos (MM) y células maduras (basdfilos, neutroéfilos y eosinofilos). Mientras que las CFU-M
dan lugar a monoblastos (MONOB), promonocitos (PMON), monocitos (MON) y finalmente macréfagos. Imagen tomada

de Mayani et al, 2007.

3.2 La linfopoyesis

El linaje linfoide esta conformado por linfocitos B y T, células NK y algunas subpoblaciones de
DCs, todas ellas con una funcion especializada. Con excepcién de las células T, todas las células linfoides
son originadas en la MO a partir de las HSCs. El conocimiento acerca de la linfopoyesis proviene en gran

medida de estudios hechos en raton.

3.2.1 Progenitores linfoides tempranos

En ratones las HSCs dan origen a una poblacién heterogénea de progenitores multipotentes que
exhibe cierto potencial de diferenciacidn linfoide (LMPP por sus siglas en inglés lymphoid primed
mutlipotent progenitor) y contiene progenitores L-selectina* (LSP L-selectin progenitor), principales
productores de células T y células dendriticas asesinas productoras de interferon (IKDC, del inglés

interferon killer dendritic cells) (Welner et al, 2007). Simultdneamente, los progenitores linfoides
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tempranos (ELP del inglés, Early lymphoid progenitor) son producidos e identificados por su capacidad
de transcripcién del gen de la recombinasa RAG1, hecho que marca formalmente el inicio del programa
de diferenciacién linfoide (Igrashi et al, 2002).

A pesar de que no ha sido identificada la contraparte del ELP en humanos, investigaciones
recientes indican la existencia de LSP, originados por las HSCs y con potencial de diferenciacién a todo el
linaje linfoide y a monocitos (Kohn et al, 2012). Dada su capacidad multipotente y la nula expresion de
los marcadores CD10 Y CD38, esta poblacién parece ser mds primitiva que el progenitor multilinfoide
(MLP del inglés, Multi-lymphoid progenitor) de fenotipo CD45RA*, CD7*, CD10*. Tanto el ELP cémo el
MLP dan origen al progenitor linfoide comun (CLP del inglés, common lymphoid progenitor), reportado
como el principal productor de células B en ratdn, pero con potencial para generar linfocitos T y NK
(Kondo M. et al 1997) y casi nula capacidad mieloide. En humanos el CLP fue identificado por Galy et al.
como una fraccidn celular Lin", CD34*, CD45RA*, CD10* que produce células B, DCs y T de manera limitada
cuando estas son inyectadas en timo fetal murino (Galy et al, 1995; Blom & Spites, 2006). Recientemente
Doulatov y Dick demostraron que dicho compartimiento es heterogéneo y contiene una poblacion
conspicua de células que expresan CD38 y FLT3, son negativas para CD90y CD7, y muestran potencial de
precursor de células B y NK (Doulatov et al, 2010). La deficiente produccion de DC a partir de estos

progenitores sugiere fuertemente que este linaje deriva de células mas primitivas (Figura 2).

3.2.2 Diferenciacion de células B

La transicion de CLP hacia precursores de células B depende de factores de transcripcién como
E2A, EBF y Pax5 (Busslinger, 2004), donde este ultimo, ademas de ser un factor de trascripcion maestro,
también es un represor transcripcional muy potente de otros genes no B y de genes mieloides. Un
parteaguas en la construccion del mapa de diferenciacién linfoide se establecié con los trabajos de Hardy
en 1991, en los que se identificaron a las primeras subpoblaciones con participacion en linaje B en la MO
y propuso un esquema secuencial de diferenciacion rio debajo de los CLP. El compartimiento celular mas
primitivo se denminé fraccidn A. La clasificacidn con base en el tipo de rearreglos de los genes de las
inmunoglobulinas permite reconocer a las células Pre-pro B dentro de ésta fraccién primitiva, contenidas
en una poblacidn con baja expresidn de los genes codificantes de las recombinasas Ragly Rag2 y, por lo
tanto, sin rearreglos de las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas (IgH e IgL). En este estadio
es indispensable el reconocimiento de sefales microambientales y, en particular, de aquellas
provenientes de la interaccién con células reticulares CXCL12". Rio abajo de la diferenciacion se
encuentran las células pro B (fraccién B de Hardy), que expresan Iga/B. En este estadio inicia la
recombinacién de los segmentos DJ y la inactivacion de lkaros que conduce al arresto de su

diferenciacion y al bloqueo en la sefializacion del pre-BCR (Schwickert et al, 2008).

14



El comienzo de la expresion de las recombinasas regulada por los factores de transcripcién E2A,
EBF y de CD19 regulado por Pax5, determinan el compromiso hacia linaje B (Busslinger, 2004). La
recombinacién de las cadenas pesadas parece dependiente del contacto con células estromales que
expresan IL-7 (Purizaca et al, 2012) y se observa por primera vez la expresion de pro-BCR .

Las células pre-B (contenidas en la fraccion C de Hardy) ensamblan la cadena pesada
transmembranal (LHC), las cadenas A5 y VpreB e Iga/B para formar el pre-BCR. Una vez expresado este
complejo se inicia la expansién clonal independiente de IL-7. La recombinacion de los genes de las
cadenas ligeras marca el progreso de las células Pre-B hacia la diferenciacién de células B inmaduras, que
expresan BCR e IgM pero no IgD que son transportadas a érganos linfoides periféricos donde concluyen

su proceso de maduracion (Kurosaki et al, 2010) (Figura 6).

Médula Osea
CD34+ CD38-Lin- CD34+ CD38+ CD34-CD38+
CD45+ Pro BCR+
CDASRA+ /B Pre BCR+ BCR+
cDas+ DS+ RAG+ D19+ IL-7Ra+ M+ Sale de MO
CD4SRA- CD4SRA+ C_D127+ £2A IL-7Rat+ CD10+ CD10+
CD90+ €D90- Lin-/low CD10+ CD19+ CD19+
cpio+  EBF D19+ " CD20+/- D20+
- CD20- ikaros !
d w ! ! I' BCR+
olSP % -9 ELp ¢ Sy IEM+
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Osteoblasto Células reticulares productoras CXCL12 Células estromales
productoras IL-7

Figura 6. Desarrollo temprano de células B y su regulacidn extrinseca e intrinseca. En la médula 6sea, la transicion de los
estados de diferenciacion linfoide B depende de los programas genéticos en concordancia con sefiales proporcionadas
por el microambiente hematopoyético. Las células estromales altamente productoras de CXCL12 conforman los nichos
linfoides tempranos, en tanto que su contraparte, productora de IL-7, sostiene las etapas precursoras proB. Las células
preB adquieren independencia de IL-7 concomitante a la formacion del pre-BCR, asi como para su expansion. La
produccion de células B inmaduras va acompanada de su migracion a la periferia. En letras rojas se muestran algunos de
los factores de transcripcién que participan mas activamente en la via de diferenciacion de linfocitos B y en letras negras
moléculas expresadas en la membrana celular que marcan distintos estadios de diferenciaciéon. Tomada y modificada de

Ichii, 2014.

3.2.3 Diferenciacion de células T

Después del nacimiento la MO exporta células primitivas al timo para colonizarlo e iniciar la
diferenciacidn hacia células T. Aunque todos los estadios desde HSCs hasta CLP son capaces de producir
células T inmaduras in vitro, solamente las células que expresan los receptores de quimiocinas CCR7,
CCR9, CXCR4, y PSLG1 son capaces de colonizar al timo in vivo. Los progenitores timicos tempranos (ETP,

del inglés Early thymic progenitor) del ratén ingresan al timo y se caracterizan por su fenotipo Lin'° c-kit"
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CD25 IL-7Ra”"° CD44" Sca-1* FIt3* y pueden producir células B, T, NK, mieloides y DCs. Su contraparte
humana parece ser Lin"CD34* CD38* CD45RA* CD7*y posee el potencial para producir células T, NKy DCs
(Blom y Spits, 2006). El potencial multiple de esta poblacién se pierde de manera gradual por efecto de
los ligandos Notch y GATA3, a medida que las células se comprometen hacia linaje T (Bell & Bhandoola,
2008). Los timocitos mas primitivos son conocidos como dobles negativos 1 (DN1) por su nula expresidn
de CD4 Y CDS8, seguida de la diferenciacién hacia timocitos doble negativo 2 (DN2) los cuales son CD4
CD8 CD25* CD44" y han perdido el potencial de producir células By migran a través de la corteza timica.
En este estadio pueden ya detectarse rearreglos del receptor de células T (TCR, del inglés T cell receptor)
y la transicidn hacia DN3 parece ser crucial para la bifurcacion de las rutas de diferenciacidn de linfocitos
Taf yyb. Las células DN3 son CD44 y son seleccionadas por la sefializacidon que genera el reconocimiento
de antigenos por el Pre TCR, fendmeno que sucede en la regién subcapsular, concomitante a la pérdida
de CD25. Tras una fina seleccidn, se origina la poblacién mas abundante del timo, la doble positiva (DP)
CD4* CD8* (Bhandoola & Sambandam, 2006). La diferenciacién final a células TCD4* y células TCD8* se
da en dependencia de los factores de transcripcion ThPOK y GATA3, y Runx3, respectivamente (Shah &
Zuniga-Pflucker, 2014; Gerondakis, 2014).

3.2.4 Diferenciacion de células NK

Las células NK se producen principalmente en la MO. Modelos recientes propuestos para el
desarrollo de linajes de ILC donde los progenitores de células NK (NKP del inglés NK progenitor)
representan una rama separada rio abajo del CLP, el cual genera Unicamente células NK (Diefenbach et
al, 2014). Renoux et al, 2015 ademas de reportar un precursor parecido al CLP humano, con un potencial
restringido a linaje linfoide y un fuerte priming génico linfoide con fenotipo Lin"CD34*CD38*CD123"
CD45RA*CD7*CD10*CD127*, también reporta el hallazgo de un progenitor NK, él cual es capaz de generar
Unicamente células NK tanto in vitro como in vivo. Inclusive este progenitor es incapaz de generar ILCs
CD16°IL-7R*, y no solo se encuentra en MO también ha sido identificado en amigdalas, sangre de cordén
umbilical, en higado fetal y MO fetal y presenta el fenotipo Lin"CD34*CD38*CD123 CD45RA*CD7*
CD10*CD127 (Renoux et al, 2015).

La IL-15 es una citocina clave importante para la diferenciacion de NKs en ratén y en humano
tanto in vitro como in vivo y células CD34* responden a esta citocina in vitro (Cooper et al, 2002; Freud
& Caligiuri, 2006; Ranson et al, 2003). Las NKs se producen en dos etapas cosecutivas; la primera es
independiente de IL-15 que implica estadios de diferenciaciéon primitivos desde HSC hasta CLP y la
expresion de la subunidad B del receptor de IL-15 (CD122) es indetectable en progenitores linfoides
humanos cuando se evalula por citometria de flujo (Freud & Caligiuri, 2006). En esta etapa es importante

la expresién de C-kit y de FLT3 para que en la segunda etapa sea expresada la cadena B del receptor de
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IL-15 (CD122) y en respuesta a dicha citocina los precursores se diferencien hacia estadios maduros,
incluso se ha visto que los NKP mediante experimentos ex vivo son CD122", sin embargo, fue detectable
después de 4 dias en cultivo en presencia de citocinas, lo que indica la importancia de la IL-15 para la
maduracién de NKs a partir de NKPs.

El modelo propuesto para la diferenciacidn de NKs (Doulatov et al, 2010), inicia con las HSCs las
cuales se diferencian en progenitores multilinfoides que dan origen a precursores bipotenciales para
células NK-B en la MO. Sin embargo, estudios recientes sugieren que las células NK se originan de un
progenitor distinto y restringido a linaje NK (NKP del inglés NK progenitor) (Wu C. et al, 2014). Este
progenitor se diferencia a precursores NK, que en humanos presenta un fenotipo Lin CD34*/CD56*CD16
CD122*CD45RA* y cuya proliferacién y diferenciacion origina a células NK inmaduras CD56MCD16 CD122*
productoras de INFy (Renoux et al, 2015). Es en este estadio donde comienza la adquisicion de receptores
de activacion e inhibicidn, los que ademads pueden ser modulados por el microambiente hematopoyético
(Vadillo & Pelayo, 2017). La etapa terminal culmina en células NK citotéxicas CD56'°CD16*CD122* que
exhiben un repertorio de receptores que le permitiran ejercer su funcion en estados de emergencia
(Freud and Caligiuri, 2006) y células NK reguladoras CD56" CD16'° que son principalmente productoras

de citocinas (Figura 7).
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Figura 7. El desarrollo de células NK a partir de las HSC hasta un estadio de maduracién cémo las células NK citotdxicas y
reguladoras. En letras negras se muestra el fenotipo de cada una de las células durante el desarrollo. Imagen tomada y

modificada de Renoux et al, 2015.

3.2.5 Diferenciacion de Células Dendriticas

Las DCs pueden derivar de los linajes linfoide y mieloide, aunque las de linaje mieloide se encuentran en
mayor frecuencia. Debido a la frecuencia y actividad proliferativa de los progenitores mieloides, la
mayoria de las DC parecen provenir de esta via en individuos sanos (Pelayo R. & Vadillo E. 2017). Estudios

recientes de seguimiento poblacional, a través de cédigo de barras molecular, han confirmado que la
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fraccion LMPP es altamente heterogénea y en ella pueden distinguirse tres grandes grupos de
compromiso, destacando el linaje dendritico, lo que han sugerido considerar a las DCs como un linaje
independiente (Naik S, H. et al, 2013). La reciente identificacién de una célula precursora dendritica
comun (CDP del inglés comon DC progenitor) derivada del progentor mieloide CMP, que expresa Flt3, c-
kit y receptores para el factor M-CSF (Onai et al, 2007; Naik S, H. et al,2007), le ha dado a la produccién
de DC convencionales (cDC) una connotacién mieloide. Por otro lado el precursor M-CSFR
predominantemente produce células dendriticas plasmacitoides (pDCs) aunque su origen aun esta en
investigacion (Shortman et al, 2013), y se encuentra rio debajo de los LMPP (Onai, N. et al 2013), lo que
refuerza la nocién de que el ELP es el principal productor de pDC, mientras que el CLP produce ademas
las DC. Interesantemente, la deficiencia de IL-7, asi como de su receptor, inducen al déficit en la
produccién de pDC, sugiriendo que tienen un origen linfoide. En tanto que FIt3 y STAT3 son esenciales
para la produccién de DCs, otros factores de transcripcion cémo IRF8, SpiB y E2-2 son indispensables
para el desarrollo y mantenimiento de las pDC (Shortman et al, 2013). Finalmente, las IKDC son
producidas principalmente por los LSP y son aparentemente, un hibrido de DC-NK que muestra menor
expresion de SpiB e IRF8 que las pDC, pero altos niveles de Id-2, GATA-3 y TLR4 (Welner et al, 2007). En
humanos, el MLP ha sido propuesto como el principal productor de DCs cuando se compara con el

potencial de progenitores mieloides in vitro (Doulatov et al, 2010).

3.2.6 Linfopoyesis estudios in vivo e in vitro

Mucho de nuestro conocimiento sobre linfopoyesis humana viene de estudios realizados en
ratdn y una de las principales razones es la imposibilidad de poder evaluarla in vivo, aunque ciertas
anormalidades genéticas humanas como los son los pacientes como sindromes de inmunodficiencia
severa (SCID por sus siglas en inglés) han sido de gran contribucién al entendimiento de algunos
mecanismos de desarrollo de la linfopoyesis humana (Bloom & Spits, 2006). Los modelos de ratones
humanizados fueron establecidos en 1990, con el descubrimiento de ratones inmunodeficientes (SCID),
y a partir de ahi una variedad de modelos de xenoinjerto incluyendo ratones SCID no obesos diabéticos
(NOD-scid) y NOG 6 NSG (ratones con una delecion en la cadena gama del receptor de IL-2), han sido
generados para mejorar el injerto de HSCs humanas y la reconstitucion de células hematopoyéticas a
largo plazo, a su vez éstos presentan mutaciones que resultan en anormalidades en uno o varios linajes
linfoides, lo cual es una herramienta util para elucidar no solo las vias de desarrollo, si no también los
mecanismos involucrados en la diferenciacién linfoide, como el rol que presentan algunas citocinas en
ciertas poblaciones linfoides.

Patrones de marcadores de superficie han hecho posible resolver, purificar y estudiar

ampliamente muchos subgrupos de progenitores linfoides, ésta informacién junto con los esquemas de
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diferenciaciéon derivados de ellos ha provisto un importante punto de apoyo para interpretar los
experimentos en ratones transgénicos y knockout. Ademds, mucho del conocimiento acerca de factores
de trascripcidn, citocinas, hormonas, ligando Notch y otras moleculas han servido de apoyo para elucidar
la altamente regulada produccién de células linfoides (Pelayo et al, 2005).

Uno de los acontecimientos a nivel molecular que marcan a las células que apenas inician el
programa de diferenciacién hacia la estirpe linfoide es la regulacién negativa de la molécula de adhesion
VCAM-1 (Lai et al, 2005) y la transcripcion del locus de la enzima RAG1 que recombina los segmentos
genéticos VDJ de la inmunoglobulina y del TCR (lgarashi et al, 2002). Por ello, los ratones knockin
RAG1/GFP son una herramienta particularmente util en la investigacion del proceso de linfopoyesis
temprana (Igarashi et al, 2002; Welner et al, 2007; Yokota et al, 2003; Perry et al, 2006; Welner et al,
2007) y permitieron el aislamiento y caracterizacion de los progenitores linfoides mas tempranos en el
higado fetal y en MO de los que se tiene conocimiento: los progenitores linfoides tempranos (Balandran
& Pelayo, 2016).

A excepcidn de los precursores B de ratdn, la diferenciacién de progenitores linfoides humanos
no puede ser detectada en ensayos semisolidos, cdmo se ha utilizado para evaluar mielopoyesis y la
Unica manera de evaluar el potencial de un progenitor linfoide humano, es mediante ensayos in vitro en
co-cultivos con lineas celulares estromales y con capacidad para soportar la diferenciacion linfoide a
partir de progenitores primitivos humanos (De Wynter & Ploemacher 2001; Pelayo R.et al 2017). Cémo
ya mencionamos anteriormente el grupo de Galy, fue quien identificé al CLP en humanos por primera
vez, el cual es un hallazgo muy importante para la linfopoyesis ya que marca una via de diferenciacién
gue diverge de la mieloidey la eritroide (Galy et al, 1995). En ese estudio se aislaron mediante citometria
de flujo, células de MO con el fenotipo Lin~ CD34* CD45RA* C10* y se co-cultivaron sobre células
estromales con medio suplementado con citocinas. Después de varias semanas la poblacidn inicial tuvo
el potencial para generar células de linaje linfoide B, NK, DC y carecié de potencialidad para generar
células de origen mieloide, eritroide y megacariocitico (Galy et al, 1995). Por otro lado, con relacién a su
capacidad para generar linfocitos T, estas células Lin- CD34* CD45RA* C10* fueron inyectadas en timos
fetales de ratones SCID y se observd después de varias semanas que esta poblacidn habia generado una
produccién limitada de células que expresaban el receptor T a o el y3, CD4 o CD8.

Otro hallazgo importante dentro de la linfopoyesis temprana en humanos fue la evidencia de la
existencia de progenitores multilinfoides en sangre de cordén umbilical (Hao et al, 2001). En este
estudio, se encontré que la subpoblacién CD34*CD38 CD7* posee potencial para generar células B, NK 'y
DCs en cultivos en masa y en cultivos de clonacién de células Unicas “single cell clonal culture”. Aunque
la produccidn de células T no fue evaluada en este reporte, estudios posteriores usando FTOC (por sus

siglas en inglés fetal thymic organ cultures), han revelado el potencial para generar células T a partir de
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la poblacién CD34*CD38 CD7* (Haddad, R. et al. 2004). Andlisis inmunofenotipicos del CLP humano han
evidenciado que existen similitudes entre el CLP CD10* y el CLP CD7* de sangre de corddén umbilical,
dado que ambas poblaciones expresan el antigeno CD34, HLA-DR y CD45 RA y ademds tienen baja o nula
expresion de c-kit y Thyl (Galy et al, 1995; Hao et al, 2001).

Muchos estudios auin son necesarios para identificar, aislar y evaluar a los distintos progenitores
linfoides, asi como su regulacion. En los Ultimos afios las MSCs de MO se han posicionado como una
alternativa a las lineas celulares estromales previamente utilizados para el estudio de a linfopoyesis en
los modelos in vitro. En éstos nuevos modelos se ha evaluado la participacion de las MSCs de MO en la

regulacion y diferenciacion linfoide sobre todo de linaje B (Ichii M. et al, 2008).

4. Células Troncales/Estromales Mesenquimales (MSCs)

4.1 Biologia de las MSCs

Las Células Troncales/Estromales Mesenquimales (MSCs) son células primitivas, indiferenciadas que
exhiben capacidad de diferenciacion multilinaje, es decir, bajo condiciones especificas tanto in vitro
como in vivo, pueden dar origen a hueso, cartilago, tejido adiposo, musculo, neuronas y células
endoteliales (Pittenger et al, 1999; Sanchez-Ramos et al, 2000; Oswald et al, 2004). La caracterizacion de
las MSCs, ésta basada en tres aspectos principales, su adherencia al plastico, capacidad de diferenciacién
multilinaje y por presentar un fenotipo positivo a los marcadores CD73, CD90 y CD105 vy la falta de
expresion de marcadores hematopoyéticos tales como CD34, CD38, CD45 and HLA-DR, y antigenos
especificos para los diferentes linajes de células sanguineas como CD11b, CD79a y CD19 (Pittenger et al,

1999; Dominici et al, 2006; Haynesworth et al, 1992; Gronthos et al, 2003).

4.2 Capacidad de soporte hematopoyético de las MSCs

El nicho hematopoyético es un sitio especializado en dénde residen las HSCs, en el cual se regula
su quiescencia, autorrenovacion y diferenciacién. Existen al menos tres tipos de nichos: el osteoblastico
o endosteal, el vascular y el reticular.

Las MSCs son componentes importantes del estroma hematopoyético de la MO, ya que ademas
de originar a las células estromales, las MSCs producen moléculas de la MEC y citocinas importantes para
la hematopoyesis, asi como ligandos para moléculas de superficie presentes en las células
hematopoyéticas (Tabla 1; Le Blanc, 2009). En modelos murinos se ha observado que distintas
subpoblaciones de MSCs se encuentran en los diferentes nichos de las HSCs, indicando la importancia de

estas células en la hematopoyesis (Nagasawa et al, 2011).
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CITOCINAS MOLECULA S DE LA MEC RECEPTORES

IL-2 Colagena LIILIV.VI 11L-1

IL-4 Laminina 1IL-3

IL-10 Trombospondina 1IL-4

IL-12p170 Tenacina 11L-6

IL-13 Fibronectina 1IL-7

LIF Vimentina 1-PDGF

IL-3 Osteopontina -NGF

IL-11 -TNFIgll

GM-CSF 1-IFNg

M-CSF MOLECULAS DE ADHESION | 1-EGF

IL-6 ICAM-1 1-FGF

SCF ICAM-2 1-IGF

Flt-3L VCAM-1 -TGFb-LII

Tpo ALCAM

VEGF-A.-C L-selectina

MCP-1 LFA-3 QUIMIOCINAS
PIGF Endoglina CCL2,3.4,5,7.20,26
FGF-1 CD44 CX3CL1
Angpt-1,-2 CXCLs5

SDF-1 CXCL11

BMP-2 INTEGRINAS CXCL1

IFN-g ol, 02, o3, o4, o5, 06 CXCLs

TNF |Aa CXCL12

MIP-12 AV CXCL2

OPG I31, B3, B4, B5 CXCL10
IGFBP-2

Tabla 1.- Moléculas secretadas por las MSCs que participan en la hematopoyesis. Tabla tomada de Fajardo-Ordufia,2015.

El nicho endosteal que esta conformado por los osteoblastos, que se pueden diferenciar a partir
de las MSCs como ya lo vimos anteriormente y las MSCs presentes en este nicho producen osteopontina
CXCL12 y N-cadherina involucradas en el mantenimiento de las HSCs, asi como moléculas que mantienen
su quiescencia como Ang-1y TPO (Nakamura et al, 2010; Wilson et al, 2009). La secrecion de CXCL12 a
partir de MSCs humanas es un evento dependiente del contacto entre las MSCs y las HSCs, ademas ésta
molécula participa en el “homing” y mantenimiento de las HSCs en MO (Schajnovitz et al, 2011) (Figura
8).

El nicho vascular reside alrededor de los sinusoides y a través de su endotelio las células
hematopoyéticas pueden entrar y salir de la circulacién. Este nicho es aparentemente inductor. El
ambiente perivascular estd conformado por dos diferentes subpoblaciones de células MSCs, unas son las
células reticulares altamente productoras de CXCL12 o también conocidas como células CAR, las cuales
expresan VCAM-1, CD44 vy el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa y
PDGFRPB) (Nagasawa et al, 2011). Las células CAR también son las principales productoras de SCF,
molécula requerida para mantener el nUmero de progenitores eritroides, células B e incluso HSCs en un
estado indiferenciado (Nagasawa et al, 2011). Las otras MSCs expresan Nestina+, la cual es una proteina
de la familia de filamentos intermedios que originalmente fue identificada como un marcador de células

progenitoras neurales, esta proteina esta asociada con el mantenimiento de HSCs (Ehninger et al, 2011,
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Mendez-Ferrer et al, 2010). Se ha visto que la deplecién de células que expresan Nestina disminuye el
numero de HSCs en ratones, lo cual indica la posibilidad de que las células Nestina* estén involucradas
en la retencion de HSCs en la MO (Nagasawa et al, 2011). Tanto las MSCs Nestina+ asi como las CAR son
consideradas subpoblaciones de MSCs, ya que tienen potencial de diferenciacion osteogénica vy

adipogénica (Nagasawa et al, 2011) (Figura 8).

w r Célula Dendritica Plasmacitoide

| Nicho endosteal i g

Bone Nicho reticular

Célula endotelial

Precursor de
celulas B

célula NK

célula troncal

hematopoyética Msc

sl Nestina+
{1 Nicho |
Vascular % .

osteoblasto

Adipocito

Figura 8. Las MSCs y su distribucion en el nicho hematopoyético. Imagen modificada de Sugiyama & Nagasawa 2012.

Las MSCs también producen moléculas cdmo SCF y FLT3-L que favorecen el mantenimiento y
expansion de las HSCs, asi como citocinas involucradas en el proceso de compromiso y maduracion de
las células hematopoyéticas como IL-6, IL-3 y M-CSF (Flores-Figueroa et al, 2006).

Ademas las MSCs pueden interactuar con células hematopoyéticas primitivas mediante el
contacto célula-célula a través de moléculas de adhesiéon como VCAM-1, ICAM-1,ICAM-2, ALCAM, L-
selectina, antigeno asociado a la funcion leucocitaria (LFA-3 del inglés Lymphocyte Function Associated
Antigen 3), CD44 e integrinas-p1, especialmente VLA; y VLAs juegan un papel importante en la
interaccion temprana de las HSCs con su nicho en la MO (Texiodd et al, 1992; Voura et al, 1997,
Papayannopoulou et al, 2001).También estan involucradas en la proliferacion, sobrevivencia,
crecimiento clonogénico y mantenimiento de las HPCs durante su cultivo ex vivo (Hurley et al, 1995;
Yokota et al, 1998; Schofield et al,1998) y son necesarias para el homing e injerto de las HSCs y HPCs en

modelos murinos (Brakebush et al, 2002; Bungartz et al, 2006).
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Dentro de las proteinas de la MEC que producen las MSCs se encuentran la coldgena tipo |, Ill, IV y VI,
fibronectina, osteopontina, y varios proteoglicanos, todas moléculas importantes en el mantenimiento

de la quiescencia de las HSCs (Gottschling et al, 2007).

4.2.1 Participacion de las MSCs en la expansidn y proliferacion de HSCs (estudios in vitro)

La proliferacion se refiere al incremento en el nimero de células totales, mientras que la
expansién implica un aumento de la poblacién celular con caracteristicas similares a las células que las
originaron, lo cual es de vital importancia en el contexto de cultivos ex vivo de HSCs ya que la proliferacion
podria llevar a un agotamiento de la poblacién inicial primitiva lo que se considera una pérdida de
HSCs/HPCs, cuando lo que se busca en un trasplante de células hematopoyéticas es incrementar dichas
poblaciones (Flores-Guzman 2006). Una expansion in vitro previo al trasplante de células
hematopoyéticas ha sido una estrategia para reducir el tiempo de recuperacién hematopoyética después
de un trasplante (da Silva et al, 2005; Kohler et al, 1999). Debido al importante papel de las MSCs en el
microambiente hematopoyético, diversos estudios han evaluado la capacidad de las MSCs de MO para
expandir HSCs (Robinson et al, 2006; Walenda et al, 2010; Zhang et al, 2006, Fajardo-Ordufia et al, 2016).
En dichos estudios demuestran que el uso de MSCs como capa alimentadora aumenta el nimero de
células nucleadas totales, el nimero de células formadoras de colonias (CFC) y el nimero de células
CD34+ en contraste al control sin MSCs (Flores-Guzman et al, 2009).

Aunque estas son las principales caracteristicas de las MSC-MO, se han realizado algunos
estudios en donde comparan estas caracteristicas y propiedades de las MSCs provenientes de diferentes

fuentes alternativas a la MO (Fajardo-Ordufia et al, 2015, Fajardo-Ordufia et al,2017)

4.2.2 Soporte hematopoyético, estudios en modelos animales

Basado en diferentes estudios en modelos animales (principalmente modelos murinos), la
capacidad de las MSCs de mejorary soportar la hematopoyesis ha sido demostrado. Delalat et al. mostré
que trasplantando células CD34+ de sangre de corddn umbilical (SCU) y MSCs de MO en ratones
irradiados incrementé significativamente el nimero de progenitores hematopoyéticos comprometidos
a linaje denominados células formadoras de colonias (CFCs) en el bazo de los ratones receptores (Delalat
et al, 2009). En otro estudio emplenado células CD34+ de sangre periférica y MSCs de MO trasplantadas
en ratones subletalmente irradiados NOD/SCID revelaron un incremento en el nimero de células
hematopoyéticas injertadas, caracterizadas por un amplio nimero de células mieloides en sangre
periférica, asi como progenitores megacariociticos y mieloides en MO de ratones (Angelopoulou et al,
2003). Utilizando diferentes proporciones de células CD34+ de MO, HSC:MSC trasplantadas en ratones

NOD/SCID se determind que la tasa de injerto se incrementaba con el nimero de MSCs, mostrando una
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proporcién optima de 1:8 mientras que nimeros mas altos de MSCs reducian la eficiencia del injerto
(Kim et al, 2006). Asimismo, se ha encontrado que el trasplante con MSCs promueve el injerto de dos
unidades de SCU en ratones NOD/SCID, disminuyendo la predominancia de una de las dos unidades e
incrementando el injerto total de todas las células hematopoyéticas comparadas con los trasplantes sin
MSCs (Kim et al, 2004).

En otro estudio en donde se co-trasplantaron MSCs de MO y células CD34+ de SCU en ratones
NOD/SCID via inyeccion intramedular, se mostré que de 4-10 semanas después del trasplante las MSCs
llegan a injertar dentro del microambiente hematopoyético de los ratones hospederos y que se
diferencian a pericitos, células estromales, osteoblastos y células endoteliales, los cudles son
componentes esenciales del microambiente hematopoyético. Ademas, la presencia de MSCs humanas
incrementan la actividad de células hematopoyéticas humanas en MO de ratén (Muguruma et al, 2006).
También hay estudios que demuestran la capacidad de soporte hematopoyético de las MSCs en otros
modelos animales como ovejas fetales, donde el injerto de células hematopoyéticas es promovido y la
presencia de células circulantes del donador son observadas durante la gestacion y después del
nacimiento (Almeida-Porada et al, 2000). Similarmente, se ha demostrado que co-trasplantes de MSCs y

HSCs en macacos Rhesus mejora el injerto de células hematopoyéticas (Liu et al, 2005).

4.2.3 Soporte hematopoyético en estudios clinicos

Muchos de los estudios clinicos que hay con MSCs son sobre su uso en el trasplante de células
troncales hematopoyéticas (HSCT por sus siglas en inglés hematopoietic stem cell trasplant). Las HSCs
pueden ser derivadas de MO, sangre periférica y SCU. Este puede ser autélogo (trasplante con HSCs del
mismo paciente) o alogénico (se utilizan HSCs de un donador). Este tipo de trasplantes es
frecuentemente empleado en pacientes con mieloma multiple o leucemia, en los cuales las células de la
MO son destruidas con radiacion o quimioterapia antes del trasplante. La infeccidn y enfermedad injerto
contra hospedero (GVHD del inglés, graft versus host desease) es una de las mayores complicaciones del
trasplante alogénico. El éxito de un HSCT depende del nimero de HSCs/HPCs trasplantadas y de la
resistencia del injerto al rechazo del hospedero (Kim et al, 2013). Tomando en cuenta esto y debido a la
habilidad de las MSCs para generar células del estroma de la MO, formar parte del nicho hematopoyético
y de producir moléculas que regulan la hematopoyesis, asi como proveer la capacidad de soporte
hematopoyético tanto ex vivo como en modelos animales, han sido aplicadas en la clinica para mejorar
el HSCT (Tabla 2).

Muchos estudios han reportado que las MSCs favorecen el injerto y la rapida recuperacién
hematopoyética (nUmero de neutrdfilos y plaquetas) en pacientes con HSCT (Tabla 2). El beneficio de su

aplicacion en facilitar el injerto puede estar relacionado a su capacidad de soporte hematopoyético
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particularmente cuando el nimero de HSCs/HPCs es bajo (Wu KH et al, 2013). Las MSCs también pueden
mejorar el HSCT promoviendo la formacidn de un microambiente anti-inflamatorio, el cual reduce la
probabilidad de rechazo al injerto. Interesantemente, en un estudio que fue realizado en 14 pacientes
pediatricos con desdérdenes hematolégicos o deficiencias inmunes, los cuales fueron trasplantados via
intravenosa (IV) con MSCs de MO aldgenicas, se compararon con 47 pacientes sujetos a las mismas
condiciones de trasplante, pero sin MSCs y se observd que la reconstitucion fue mds rapida en aquellos
pacientes tratados con MSCs (Ball et al, 2007). Resultados similares se han reportado por otros grupos
(Le Banc et al, 2007; Meuleman et al, 2009). Sin embargo, también hay reportes en los cuales la rdpida
reconstitucién observada en pacientes MSC-HSCT no es muy diferente a la de aquellos pacientes no
trasplantados con MSCs (Macmillan ML et al, 2009; Gonzalo-Daganzo et al, 2009; Bernardo et al, 2011)
(Tabla 2). En pacientes con trasplante deficiente (PGF del inglés, poor graf function) se encontré que 17
de 20 pacientes posterior al HSCT alogénico respondieron al tratamiento con MSCs, acompafiadas con
un incremento en el radio de linfocitos T CD4+ a CD8+ posterior a la administraciéon de MSCs (Liu X. et al,
2014).

Muchas de las diferencias encontradas en los resultados reportados en la aplicacién clinica de
las MSCs por los diferentes grupos pueden ser debidas a las condiciones de expansién de MSCs a escala
clinica e incluso al nUmero de pasajes y dosis utilizadas. Recientemente, muchos grupos han intentado
optimizar las condiciones de cultivo para mejorar la expansién y calidad de las MSCs y se han publicado
buenos resultados utilizando lisado de plaquetas, sueros autdlogos y plasma rico en plaquetas, en
contraste con aquellos obtenidos utilizando suero de animales (Fekete et al, 2012; Bara et al, 1999).
Otros trabajos han evidenciado el cambio de inmunofenotipo de las MSCs expandidas in vitro, asi como
la pérdida de multipotencia y capacidad de proliferacién (Bara et al, 1999). Por lo tanto, las condiciones
de cultivo en donde se incluyen medios de cultivo, suplementos o superficie de crecimiento celular
empleada, pueden afectar las caracteristicas bioldgicas de las MSCs y deberian ser consideradas en la
expansion de estas células a escala clinica.

En pacientes con desdérdenes hematoldgicos, el estroma de la MO sufre dafio significativo y
prolongado debido a las altas dosis de quimioterapia y radioterapia aplicados antes del HSCT, los cuales
pueden retrasar el injerto de células hematopoyéticas (Wu KH, et al 2013). Es posible que las MSCs sean
capaces de reconstituir el sistema estromal de la MO después de un tratamiento ablativo, como se ha
reportado en modelos murinos, niveles de SDF-1, TPO e IL-11 han sido detectada en el suero de pacientes
con MSC-HSC, lo cual es importante ya que estas citocinas son esenciales para el mantenimiento de las
HSCs/HPCs y son producidas principalmente por las MSCs y las células del estroma (Hou et al, 2010). Es
posible que las MSCs esten involucradas en la reconstitucidon del estroma en pacientes trasplantados

dado que se ha observado que MSCs del donador se han encontrado en la MO de pacientes posterior a
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las 6 semanas de ser trasplantados con MSCs y HSCs. Hasta ahora existen 33 estudios clinicos de 532
relacionados a la aplicacién de MSCs en muchos desérdenes en los cuales se ha reportado que su

transplante promueve el injerto de HSCs asi como favorece el tratamiento de la GVHD (ClinicalTrials.gov).

Recuperacion
Fuente de Fuente de d trofil
e neutrofilos
L HSCs/ MCSs v ) .
Padecimiento . , v plaquetas Observaciones Referencia
HPCs tiempo de . di
(CD34", x10%/kg)| administracién | P o e o &t
dias
14 (11-26) Rapida recuperacion
Enfermedades | Alogénica MO o| MO alogénica - hematopoyética, pero sin (Lazarus ef
hematologicas SPM 4 h pre-TCH 20 (1}; 36) diferencia en el mjerto al.. 2005)
T comparado con el control
Alogénica MO 12 (10-28) Riapido myerto v 100% de
Enfermedades | (2.65-3.39), MO alogénica - - quimerismo, incluyendo (Le Blanc er
hematologicas | SPM (7.2—68.9) | 0—4 h post-TCH 12 (g 36) pacientes con falla en el primer | al, 2007)
0 SCU (0.21) T trasplante
Exito en el 100% of pacientes
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Inmuno- Alogénica SPM | MO alogénica ST reconstitucion hematopoyética | (Ball ef al .
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hematolégicas '_10.1'13 4 h pre-TCH 0 ‘3:. 578 grupo control 2008)
Leuc&;nia - MO alogénica 19 Sm dife:)ncia eln .el i.njtertlo (Memillan ef
aegnaa : Al dia cero M comparaco cot fos controles 1 41, 2000)
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Deficiencia en . . 5-15 . .
.. | Alogénica SPM | MO Alogénica 2/6 pacientes mostraron rapida | (Meutemon
recuperacion i .
hemaptolégica (2.1-5) Post-TCH 12321 recuperacion hematopoyética | ef al.. 2009)
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Alogénica SPM . 2
- MO alogé 107 (9-36 L. . .. Gonzalo-
Enfermedades | 2.61 (2.4-3.3). Fogemica ( ) Sin diferencia en imnjerto (Gonzalo
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Tabla 2.- Estudios clinicos con el uso de MSCs de MO para la recuperacion hematopoyética en enfermedades
hematolégicas. Tomada de Fajardo-Ordufia y Montesinos 2015.

4.3 Fuentes alternativas a la MO de MSCs

La MO es la principal fuente de donde se obtienen MSCs para la aplicacion en HSCT. Sin embargo,
muchos grupos de trabajo han mostrado que las MSCs pueden ser obtenidas de otros tejidos u érganos
en estado adulto, asi como de fuentes fetales (Ullah et al, 2015) y fuentes neonatales tales cémo cordén
umbilical (Wang et al, 2012) sangre de corddn umbilical y placenta (Montesinos et al, 2009). La ventaja

de utilizar MSCs de fuentes neonatales es que son de facil obtenciéon y no resulta invasivo para el
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donador, exhibiendo bajo riesgo de trasmisiones virales y de facil accesibilidad. Las MSCs obtenidas de
estas fuentes también presentan los criterios que definen a una MSC como su capacidad de adhesién a
platos de cultivo, morfologia fibroblastoide, expresién de los marcadores caracteristicos de MSCs y su
potencial de diferenciacidon (Montesinos et al, 2009). De manera similar mente ha sido reportado que las
MSCs provenientes de fuentes neonatales exhiben la capacidad de producir moléculas que regulan la
hematopoyesis (Tabla 3), incrementando la expansidon de HPCs ex vivo (Jang et al, 2006; Zhang et al,
2004) y favoreciendo el injerto en modelos murinos (Hiwase et al, 2009; Yim et al, 2010). Se han realizado
estudios in vitro en donde se evallo la capacidad de las MSCs provenientes de fuentes neonatales para
incrementar la proliferacion y expansién las HPCs menos primitivas (CFC mieloides y eritroides), asi como
favorecer el mantenimiento de las HPCs mas primitivas (células CD34+ CD38- Lin- y LTC-IC), al igual que
las MSCs de MO (Fajardo Orduiia, et al 2017; Zhang et al, 2004; Wagner et al, 2007; Wang et al, 2004).
La aplicacion de MSCs de recursos neonatales en HSCT ya se ha evaluado en algunos estudios
clinicos, tal es el caso de las MSCs de cordén umbilical (MSC-CU) cuya efectividad se ha evidenciado. Asi,
MSCs-CU han sido utilizadas en HSCT alogénicos de MO, sangre periférica movilizada y SCU en un rango
de dosis de 8-10 X 10° cel/Kg de peso aplicados via intravenosa horas antes del HSCT. Las MSCs-CU
garantizaron el injerto de células hematopoyéticas y promovieron una rdpida recuperacién de
neutrdfilos y plaguetas comparadas con los pacientes de HSCT sin previo tratamiento con MSCs. Estos
resultados mostraron resultados mas homogéneos comparados con los resultados obtenidos con los
tratamientos con MSCs de MO, ya que la recuperacién hematopoyética fue favorable en muchos de los
pacientes tratados. Esta observacion sugiere que las MSCs obtenidas de tejidos neonatales son una

opcion viable para mejorar el HSCT (Wu KH et al, 2013; Bara et al, 2014; Wang et al, 2012).
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Moleculas (receptor y Fuente de MSC Efecto en células | Referencia

ligando) MO SCU PL (o(V) hematopoyéticas
-Citocinas solubles Nagasawa et al, 2011; Luan X et al,
Mantenimiento, quiescencia, | 2013; Schajnovitz A et al 2011;
CXCL12 (SDF-1)/CXCR4 . . . . supervivencia, homing y expansion de HSCs | Wagner et al, 2007.
HPCs .
TPO/MLP [ ] [ ] ND ND Quiesecia de HSCs dirije al compromiso y | Yang YK et al, 2006; de Graaf et al,

diferenciacion de trombocitos y iberacion | 2011;LiTetal, 2011.
de plaquetas.
SCF/c-kit (CD117) ( [ ] [ ] [ ] Mantenimiento y expansion, proliferacié de | Luan X et al, 2013; Yang YK et al, 2006;
HSCs y diferenciacion hacia linajes | Zhang et al, 2004; Kimura et al, 2011;
mieloides y eritroides, en combinacién con | Mayani H et al 2007; Lo lacono et al,
otros factores. 2017.

FIt3-L/FIt3 ( J ([ J ([ J Fit3-L | supervivencia, mantenimiento de HSCs y | Yang YK et al, 2006; Zhang et al, 2004;
autorenovacion, proliferacion de HPCs y | Mayani H et al 2007; de Kruijf et
diferenciacion hacia linaje mieloide y | al,2010; Lo lacono et al, 2017.
eritroide, en combinacién con otros
factores. Luan X et al, 2013; Wagner et al, 2007;
IL-6/IL-6R o ([ J ([ IL-6 Compromiso, proliferacion de HSCs y | Yang YK et al, 2006; Zhang et al, 2004;
maduracién hacia linaje mieloide y Lo lacono et al, 2017.
megacariocitico.
Wagner et al, 2007; Yang YK et al,

GM-CSF/GM-CSFR { @ Estimulo GM-CSF | Efectos pleiotropicos  en  células | 2006; Zhang et al, 2004; Barreda et al,
°°'_:_’:‘LF'1“' hematopoyéticas, dirige a las HPC hacia un | 2004; Lo lacono et al, 2017.
0L

compromiso de linaje mieloide.
Zhang et al, 2004; Barreda et al, 2004;
Estimulo ND  Estimulo  G-CSF Proliferacion de HPCs, diferenciacion vy Folores-Figueroa et al, 2006; Lo
G-CSF/G-MSCR -1, IL-1c, TNFa supervivencia, diferenciacion terminal y | lacono etal, 2017.

maduracién de granulocitos.
Yang YK et al, 2006; Zhang et al, 2004;
M-CSF/M-CSFR . . . M-Ccsf | Proliferacion de HSCs, diferenciacion Barreda et al, 2004; Lo lacono et al,
supervivencia, diferenciacion terminal y | 2017.

maduracién de macré6fagos.

<

-Moleculas de adhesién

N-cadherina/B-catenina [ ] [ ] ND ND Mantienne la troncalidad de las HSCs e | Sacchetti B 2007; Wagner et al, 2007;
interaccion con el nicho. Wein F et al, 2010.
Wagner et al, 2007; Simmons et
VCAM-1 (CD106) /Integrina a4, | @ [ ] ND * Adhesion  estromal de las células | al,1992; Majumdar et al, 2003;
B1,82 hematopoyéticas Homing de las HSCs. Prosper F et al 2001; Sarugaser R et al
ICAM-1(CD54) /integrinas B1, B2 () [ ) * Homing de las HSCs. 2002; Lu LL et al 2006.
ALCAM(CD166) /ALCAM, CD6 Montesinos JJ et al 2009; Chitteti BR
LFA-3(CD58)/intehrinas alp2 [ ] [ ] . . Mantenimiento de las HSCs et al 2003.
. . . ND Adhesion estromal de células | Majumdar et al 2003; Montesinos JJ
MCAM(CD146)/VEGF hematopoyéticas. et al, 2009.
([ J no @ @ Mantenimiento de HSCs y HPCs. Sacchetti B 2007; Pilz et al, 2011.
-Moléculas de la MEC
Colagenal/integrinasp1,82,CD44 [ ] ND ND integrinas | Mantenimiento de las HSCs Li T et al 2011; Prosper F et al 2001;
B1, CD44 Zuckerman et al, 1985; Moretti 2009.
Fibronectina / integrinas 1,82, . ND . integrinas Promueve e inhibe la proliferacion de HSCs, Li T et al 2011; Zhang et al, 2004;
CcD44 B1, CD44 en controversia. Prosper F et al 2001; Hurley et al,1995.
Laminina/Integrinas a6,p1,2 . ND [ ] ND Adhesion estromal de células | Zhang et al, 2004; Folores-Figueroa et

hematopoyéticas. al, 2006; Prosper F et al 2001.
Osteopontina/Integrinas
B1,CD44 . ND . integrinas Mantenimiento, regulacion y homing de las
B1,CD44 HSCs en la MO.

-Otras moléculas

Jagged-1/Notch-1,2 . ND ND ND Autorenovacion de HSCs Sacchetti B 2007; Fujita et al,2008

Tabla 3.- Moléculas que regulan la hematopoyésis y que son secretadas y/6 expresadas en la membrana de las MSCs.
Tomada y modificada de Fajardo-Ordufia 2015.
@ Significa expresion de la molécula

* significa que su expresion se encuentra en controversia.
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IV ANTECEDENTES

Mucho se sabe acerca de la participacidon de las MSCs en la mielopoyesis, sin embargo, poco se sabe
acerca de su participacién en la linfopoyesis. De los pocos trabajos que hay sobre MSCs y linfopoyesis la
mayoria se realizaron con MSCs de MO. Los primeros trabajos establecieron un sistema in vitro para
evaluar la linfopoyesis B a partir de poblaciones CD34* en cocultivo con MSCs de MO, en los cuales se
observé la importancia de citocinas como SCF y FLT3-L, que bajo estas condiciones de cultivo,
favorecieron la formacion de células CD10* a partir de las 2 semanas de cocultivo e incluso aumentaron
alassemanas 4y 5. También se observé que al afiadir IL-7 junto con SCF y FLT3-L la produccion de células
CD10* era limitada en comparacion a cuando no se afiadia esta citocina y ademas que después de 4
semanas en cocultivo en presencia de SCF y FLT3-L, generaban células CD19+ que expresaban el
marcador para IgM (células B inmaduras). No obstante, de manera interesante, cuando se afiadia IL-7
se disminuia la generacion de células B inmaduras y solo se favorecia la formacion de células CD19* (Ichii
M. et al, 2008). En otro estudio, se encontré que sobrenadantes de MSCs de MO humanas en
combinacién con citocinas como SCF, FLT3-L e IL-7 generaron 2x10° células CD10* CD19* a las 4 semanas
de cocultivo y mas de la mitad de ellas, ademads, eran CD20+. En este estudio, también se evalud el
potencial de diferenciacion linfoide B por parte de las MSCs in vivo en ratones NOG/SCID subletalmente
irradiados, con lo cual se concluyé que bajo estas condiciones de cultivo se favorece la generacion de
células linfoides B tanto in vitro como in vivo en ratones quiméricos (Ichii M. et al, 2010). En otro estudio
se reportd que MSCs telomerizadas de MO (células transfectadas con el gen hTERT con alta actividad
telomérica para alargar su tiempo de vida), asi como MSCs de MO de cultivos primarios en presencia de
FLT3-L, generaban precursores linfoides tempranos de células B con fenotipo CD19* cyCD79a* y CD19-
CD79a*, asi como de precursores NK/T tempranos con fenotipo CD7+CD56-. En este estudio los
cocultivos fueron iniciados a partir de la poblacién CD34* CD38"°%/-CD19" CD10 CD7"y a pesar de que se
observé que ambas MSCs generan precursores linfoides tempranos, las MSCs de MO telomerizadas
fueron mejores para generarlos (Nakamori et al, 2012). Otro subtipo de MSCs de MO que ha sido
reportada que también tiene capacidad de soporte linfopoyético in vivo en ratones NOD/SCID-IL2Ry™"
son las MSCs de MO CD271%, en este estudio se demuestra que esta subpoblacion de MSCs en
comparacion con las MSCs totales, mejora el injerto de células troncales hematopoyéticas y ademads
promueve su diferenciacion hacia células de linaje mieloide y linfoide B CD19+, T CD3+ y NKT CD3+
CD56+ (Kugi S. et al 2010).

Por otro lado, con respecto a estudios clinicos con mesenquimales y sus efectos en la
linfopoyesis hay muy pocos , un estudio reportado por Ball et al, en el cual células MSCs de MO fueron

cotrasplantadas con células CD34+ en nifos con enfermedades hematoldgicas, encontré diferencias
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significativamente mayores en la recuperacion linfopoyética de células NK en pacientes cotrasplantados
con MSCs, en comparacion con aquellos pacientes trasplantados solo con células CD34+, sin embargo a
los tres meses a estos mismos pacientes se les evalud la recuperacién de células linfoides y no se
encontraron diferencias significativas en la recuperacién de células T y NK entre el grupo control y los
pacientes cotrasplantados con MSCs, ademads se encontré que las MSCs modularon el microambiente
inflamatorio y subtipos de células T, lo que redujo la probabilidad de rechazar el injerto (Ball LM 2007).
Por ultimo, se evalud la capacidad de soporte linfopoyético de MSCs provenientes de fuentes
alternativas a la MO comparandose la capacidad de recuperacién multilinaje de MSCs provenientes de
placenta y corddn umbilical en un modelo in vivo de ratones NOD/SCID subletalmente irradiados, en el
cual se observd que después de 12 semanas posteriores al trasplante de células CD34+ de SCU
previamente expandidas tanto con MSCs de placenta como de cordén umbilical, ambas fueron capaces

de generar células linfoides humanas CD19+, CD3+ y C56+ en dichos ratones (Kadekar et al,2015).

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Varios grupos de investigacién han estudiado la capacidad de las MSCs para favorecer la
hematopoyesis, sin embargo, en la mayoria de estos estudios solo se ha evaluado la capacidad de soporte
mielopoyético. En la actualidad poco se sabe de la capacidad de las MSCs para favorecer la linfopoyésis
y los escasos estudios que hay se han realizado con MSCs de MO, pero no sabemos si las MSCs de fuentes
alternativas a la MO, como las MSCs provenientes de tejidos neonatales tienen capacidad linfopoyética.
En el presente trabajo se pretende determinar in vitro, si las MSCs neonatales poseen capacidad
linfopoyética y para ello se establecera la generacidn de sistemas de cocultivo utilizando MSCs de SCU,
PL y CU de manera independiente, asi como de aquellas provenientes de MO. Se pretende que al
manipular este sistema de cocultivo en combinacidn con distintas citocinas, se favorezca la generacion
de un tipo en especifico de célula linfoide o de varios linajes linfoides. El conocimiento de la biologia
basica de las MSCs de fuentes alternativas a la MO, puede repercutir en su aplicaciéon a futuro en

tratamientos de terapia celular, como el HSCT

VI. HIPOTESIS:

Las MSCs de MO, PL y SCU tendran la capacidad de estimular la proliferacion y diferenciacién de las

células de linaje linfoide.
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VII.OBJETIVOS

1. Objetivo General
Evaluar la capacidad de estimulacién linfopoyética de las MSCs provenientes de tejido adulto y neonatal.
2. Objetivos Particulares
e Caracterizar a las MSCs provenientes de gelatina de Wharton (GW).
e Evaluar el efecto de las MSCs de MO, SCU, PL y GW sobre la proliferacion de células
hematopoyéticas totales.
e Evaluar el efecto de las MSCs de MO, SCU, PL y GW sobre la diferenciacién de progenitores

hematopoyéticos hacia células de linaje NK, dendritico y células B.

VIil. METODOLOGIA

1. OBTENCION Y CULTIVO DE LAS MSCS

Todas las muestras fueron obtenidas de donadores sanos, bajo los estandares éticos de los
hospitales correspondientes. Las muestras de SCU, PL fueron obtenidas de partos a término o cesareas.
Una vez liberada la placenta con el cordon umbilical, la sangre se colectd en una bolsa de coleccidn con
anticoagulante, pinchando la vena umbilical con una aguja. Para obtener las muestras de PL, se corté un
trozo de amnios y corion cercano al cordén umbilical y se colocé en un tubo con 20 ml de medio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute medium, Gibco, Carlsbad, USA) adicionado con penicilina-
estreptomicina y gentamicina (10ul/ml; 10,000unidades/ml; Gibco, Carlsbad, USA). Las muestras de MO,
se obtuvieron por aspirado de donadores sanos. Tanto los aspirados de MO y las muestras de SCU y PL

colectadas, se procesaron en condiciones estériles dentro de una campana de flujo laminar.

Para obtener las MSCs de MO, la muestra de aspirado medular se sometid a un gradiente de
densidad (<1.077 g/ml) Ficoll-Paque Plus (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suiza). Se tomo la interfase de
células mononucleares (CMNs) y se sembraron a una densidad de 1x10® de CMNs/cm? en una caja de
Petri de 100 mm (Corning) en presencia de 10 ml de medio Eagle Modificado por Dulbeco bajo glucosa
(DEMEM-Ig, Gibco, California, USA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SFB) (Gibco) y se
incubaron a 37°C con 5% de CO;. Las MSCs se obtuvieron mediante seleccién por adhesion. Para ello se
cultivaron a las CMNs durante 24 hrs en medio de cultivo para MSCs, posteriormente, se desecharon las
células no adherentes y se hicieron dos lavados con PBS a la caja de Petri y se adicionaron 10 ml de

medio para MSCs.

Para la obtencién de MSCs de SCU, se aislaron las CMNs por un gradiente de densidad

usando Ficoll-Paque Plus, una vez obtenida la interfase de CMNs se lavaron con PBS. El botén celular
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se resuspendid en 1 ml de medio para MSCs con 8 pl/ml de una combinacién de 4 antibidticos
(Ciproflox 100 ml, 200 mg/100 ml; Gentamicina 20 ml, 50 mg/ml; Vancomicina 200 mg vy
Eritromicina 200 mg). Las células se cultivaron en cajas de Petri de 100 mm a una concentracién de
1x10%a 2x10°% /cm? y se incubaron a 37°C con 5% de CO,. Cuatro dias después, se desechd el medio
de cultivo con las células no adherentes, se realizaron dos lavados con PBS a la caja y se adiciond
medio de cultivo fresco, esta se incubd una vez mas y siete dias después se observd bajo el

microscopio para determinar la presencia de MSCs.

Para la obtencién de MSCs de PL, se corté una parte de amnios y corion cercana al cordén
umbilical, se lavé el tejido con PBS y se cortd en trozos pequefios, se agregaron 15 ml de tripsina
(Tripsina-EDTA 0.05%, Gibco) y se colocd el matraz en bafio Maria a 37°C durante 15 min.
Posteriormente, se filtrd la suspensiéon con una maya de nylon y se adiciond 1 ml de SFB. Se
centrifugd a 1,200 rpm por 8 min, se desechd el sobrenadante y se resuspendié el botdn celular en
1 ml de medio para MSCs. Las células se sembraron en una caja Petri de 100 mm a una densidad
de 1x10° cm?y se incub6 a 37°C con 5% de CO,. Cuatro dias después, se deseché el medio de cultivo
con las células no adherentes, se realizaron dos lavados con PBS a la caja y se adiciond medio de
cultivo fresco, esta se incubd a 37°C con 5% de CO,. Cuatro dias después se observé la caja de cultivo

bajo el microscopio para determinar la presencia de MSCs adheridas.

Para obtener las MSCs de corddn umbilical se lavé el cordén y la vena con PBS.
Posteriormente se retiraron la vena y las arterias. La seccion correspondiente a la gelatina de
Wharton y se cortd en pedazos pequefios de aproximadamente 3-5 mm?y se distribuyeron en toda
la superficie de una caja de Petri previamente tratada con una capa de SFB durante 2 horas. Se
agregdé medio Eagle Modificado por Dulbeco alto en glucosa (DMEM-HG, por sus siglas en inglés;
Gibco), suplementado con 15% de SFB (Gibco), 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina
y 2 mM de L-glutamina. Se realiz6 cambio de medio a los 4 dias. Posteriormente mediante
adherencia a la caja de cultivo se obtuvieron MSCs.

Una vez que las MSCs provenientes de MO, SCU y PL llegaron al 80% de confluencia, las
células se despegaron de la caja de cultivo. Las células obtenidas de este primer cultivo
correspondieron a la resiembra cero (R0O), las MSCs obtenidas de la R2 a la R5 se utilizaron para
analizar su inmunofenotipo, morfologia y capacidad de diferenciacién hacia adipocitos,

osteoblastos y condroblastos.
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2. CARACTERIZACION DE LAS MESENQUIMALES DE MO, SCU, PL, GW

Las MSCs de MO, SCU y PL utilizadas para este trabajo, ya habian sido previamente caracterizadas
por nuestro grupo de trabajo (Montesinos et al, 2009), sin embargo, las MSCs de GW, no habian sido
caracterizadas aun, por lo cual se realizé la caracterizacidn de las muestras de GW que utilizamos para

este trabajo.

2.1 Morfologia
Para conocer la morfologia de las MSCs, se sembraron a una densidad de 50x10*/ cm? en cajas
de Petri de 35 mm con medio para MSCs, cuando llegaron a una confluencia del 60%, se tomaron fotos

de 3 campos a diferentes aumentos 5X, 10X, 20X y 40X.

2.2 Inmunofenotipo de las MSCs

Se analizd la expresién de algunos antigenos de superficie que caracterizan a las mesenquimales
mediante citometria de flujo en un citdmetro Canto (Beckton-Dickson). Se incubd por 30 min en
obscuridad con los siguientes anticuerpos acoplados a los siguientes marcadores: anti-CD13-PE, anti-
CD14 PE, anti-CD105-PE, anti-CD31-FITC, anti-CD34-APC,anti-CD45-PE, anti-CD105-PE,anti-HLA-DRE-PE,
anti-HLA-ABC-FitC, anti-CD90-APC y anti-CD73-PE.

2.3 Capacidad de diferenciacion

2.3.1 Capacidad de Diferenciaciéon Osteogénica.

Las células fueron cultivadas en cajas de Petri de 35mm a una densidad de 30x10* por caja con
medio de diferenciacion osteogénica (StemPro Osteogenesis Differentiation Kit, Gibco), adicionando
10pl/ml de penicilina-estreptomicina y 10ul/ml de gentamicina, durante 21 dias. Se realizaron cambios
de medio cada 3 a 4 dias. Pasados los 21 dias, se enjuagd con agua destilada y se adicioné metanol (-
20°C) durante 5 min, seguido de 1 lavado de 1 min con agua desionizada. Finalmente se agrego el
sustrato SIGMA FAST BCIP/NBT (5-Bromo-4-chloro-3indonyl phosphate/Nitro blue tetrazolium) (10

mg/350mL) (Sigma-Aldrich) durante 10 minutos y se realizaron 3 enjuagues con agua destilada.

2.3.2 Capacidad de Diferenciacion Adipogénica

Las células fueron cultivadas en cajas de Petri de 35mm a una densidad de 30x10* por caja en
presencia de medio de diferenciacién adipogénica (StemPro Osteogenesis Differentiation Kit, Gibco),
durante 21 dias con cambios de medio cada 3 a 4 dias. Pasados los 21 dias la deteccién de la

diferenciacidn se retiré el medio inductor y se enjuagé con agua destilada, después se adiciond formol
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buffer al 10% por 5 min., al término de los 5 min., se desechd el formol buffer y se agregd propilenglicol
absoluto por 5 min., después se tifié con rojo oleoso durante 1 hora a una temperatura de 60°C. Al
término, se enjuagd con propilenglicol al 85% durante 2 min y por Ultimo se contratifié con hematoxilina

de Harris. Se tomaron fotografias de 3 campos diferentes a distintos aumentos.

2.3.3 Capacidad de Diferenciacién Condrogénica.

Células MSCs fueron sembradas a una densidad 30x10% en cajas Petri de 35 mm, una vez que
alcanzaron confluencia del 60% se les adicioné medio para diferenciacion condrogénica (Cambrex Bio
Science) suplementado con 10ng de TGF-B (Peprotech) durante 21 dias con cambios de medio cada 3y
4 dias. Al concluir los 21 dias, se retird el medio de diferenciacién y se afiadiéd 1 mL de acido acetico
glaciar al 3% por 3 min. Posteriormente, se afiadié el colorante azul alciano al 1% por 30 min, al terminar
los 30 min se retird el colorante y se realizaron de 2 a 3 enjuagues con agua desionizada para retirar el

exceso de colorante. Se tomaron fotografias de 3 campos diferentes a diferentes aumentos.

3. OBTENCION DE CELULAS ENRIQUECIDAS CD34+ CD38- LIN- DE SCU

Se aislaron células mononucleares CMNs de muestras de SCU por un gradiente de densidad
empleando Ficoll-Paque Plus. Una vez obtenida la interfase de CMNs, se lavaron dos veces con 10 ml de
PBS centrifugando a 1,200 rpm por 5 minutos. El botdn celular se resuspendié en medio RPMI
suplementado con 10% de SFB y con 10 pl/ml de penicilina-estreptomicina y 10 pl de gentamicina. Se
determind la viabilidad celular con azul de tripano y el nimero de células nucleadas con diluyente de
Turk. Las células se cultivaron en cajas Petri de 100 mm a una densidad de 2 x10°® a 2.5x10® CMN/cm?y
seincubaron a 37°C con 5% de CO,. Un dia después se enriquecié la poblacién CD34+CD38-Lin- mediante
seleccidn negativa utilizando el sistema StemStep (Stem Cells Technologies, Inc., Vancouver, Canada), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, de 80x10% a 120x10° de CMNs en 1 ml de
medio con sustituto de suero (Stem Line; Sigma) se incubaron con un coctel de anticuerpos dirigidos
contra moléculas de superficie (CD2, CD3, CD14, CD16, CD19, CD24, CD36, CD38, CD45RA, CD56, CD66b
y glicoforina A). Seguida de una segunda incubacién con un coloide magnético (15 min a temperatura
ambiente para cada incubacién). Después de la segunda incubacién, la suspension celular fue colocada
en una columna magnetizada, a la que previamente se humedecié pasando 10 ml de PBS con 5% de
SFB. Una vez colocadas las células en la columna, se lavé con 10 ml de PBS con 5% de SFB, las células que
se obtuvieron de la columna se recuperaron en un tubo de plastico de 15 ml, se centrifugaron a 1,200
rpm durante 8 min, se resuspendieron en medio de cultivo Stem Line y se evalué la viabilidad celular con
azul de tripano y el numero de células nucleadas con diluyente de Turk. Posteriormente, se analizé el

porcentaje de células CD34+CD38-Lin- mediante citometria de flujo.
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4. COCULTIVOS DE CELULAS CD34+CD38- LIN- CON CELULAS MSCS.

Monocapas con MSCs de MO, PL, SCU, PL y GW fueron sembradas dos o tres dias previos al co-
cultivo en placas de 96 pozos a una densidad de 3.5-5 X 10° células por pozo. Posterior a los dos dias y al
alcanzar las monocapas una confluencia del 70%, se adiciond 0.6 pg/ml de mitomicina C (Mitolem,
Lemery) para detener su proliferacion. Después de 18 a 24 horas, se desech6 el medio de cultivo y se
realizaron dos lavados suaves con solucién salina fisioldgica sobre las capas celulares. Una vez estando
listas las capas de MSCs provenientes de las tres fuentes se sembraron células CD34+ CD38- Lin- a una
densidad de 15 x10* células por pozo, con 200 pL de medio especial para hematopoyéticas Stem Line®,
con 10 pl/ml de penicilina-estreptomicina y 10ul/ml de gentamicina.

Se manejaron dos sistemas de cultivo, el sistema 1, que fueron los cocultivos para la diferenciacion de
células NKs, IKDCs, cDCs y monocitos, con una duracién de 3 semanas adicionando un coctel de citocinas,
IL-7 (5ng/mL), SCF (5ng/mL), FIt3-L (1ng/mL), IL-15 (10ng/mL), el cual se denomind cotel 1 (C1) en medio
para hematopoyéticas Stem Line®. Por su parte en el sistema 2 de cultivo fue para diferenciar a linfocitos
B y contenia las citocinas IL-7 (10 ng/mL), SCF (10ng/mL), Flt3-L (5ng/mL), denominado como coctel 2
(C2) y estos cocultivos tuvieron una duracién de 5 semanas. A su vez se manejaron para ambos tipos de
cocultivos las siguientes condiciones: condicién solo con citocinas C1 y C2 respectivamente, condicion

solo con MSCs y condicién con MSCs mas citocinas.

5. PROLIFERACION
Para evaluar la proliferacién de células totales generadas, se contd el nimero de células
cosechadas con azul tripano al término de cada cocultivo bajo las diferentes condiciones y se manejé por

incremento en veces partiendo de una poblacién de 15x10* células.

6. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE SOPORTE LINFOPOYETICO POR CITOMETRIA DE FLUJO

Al concluir las semanas de diferenciacion se cosecharon las células hematopoyéticas de los
cocultivos con las diferentes fuentes estromales y posteriormente se les realizd una tincién de citometria
para evaluar subpoblaciones linfoides generadas en los cultivos, para ello se dejaron incubando 30 min
con el anticuerpo en obscuridad. Los anticuerpos acoplados a los marcadores de interés fueron los
siguientes: para la diferenciacion linfoide B se evaluaron los marcadores CD34-APC, CD45-PE, CD10-FITC,
CD19-APC Cy7; para la diferenciacién NK/DC y monocitica se evaluaron los marcadores CD45-APC, CD56-
PE Cy7, CD16-FITC, CD11b Brillant Violet, CD11c APC Cy7.
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7. OBTENCION DEL RENDIMIENTO POR PROGENITOR (Y/I)
Se obtuvo el rendimiento obtenido por progenitor (Yield/Input), de cada una de las
subpoblaciones linfoides encontradas en los cocultivos de la siguiente manera:

1) Primero se obtiene el nimero de células totales con la siguiente formula:
Células Totales = [(# células con fenotipo X) (# de células viables)]/# células linfoides

2) Una vez que se obtiene el numero de células totales, se divide entre el input para obtener el
rendimiento por progenitor.

Y/I= Células Totales con fenotipo X / Input (# de células que se afiadié al inicio del cocultivo)

8. ANALISIS ESTADISTICO
Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el software Graph Pad Prism 7, usando el
analisis de comparaciones multiples de Tukey y ANOVA, para determinar si habia diferencia significativa

entre ellos. La significancia estadistica fue asumida cuando los valores de P fueron inferiores a 0.05.
IX. RESULTADOS
1. CARACTERIZACION DE LAS MSCS DE MO, PL, SCU, GW
1.1. Morfologia de MO, SCU, PLy GW
Se tomaron fotos de los cultivos de MSCs cuando alcanzaron una confluencia del 60%, para
evidenciar que todas las fuentes presentaban una morfologia fibroblastoide caracteristica de MSCs. En

efecto todas las fuentes evaluadas presentaron morfologia fibroblastoide como puede observarse en la

figura 9.
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Figura 9.- Fotografias representativas de cultivos de MSCs de MO, SCU, PL, GW a un aumento de 10x, en los cuales puede

observarse una morfologia fibroblastoide caracteristico de MSCs en las cuatro fuentes que fueron evaluadas.

1.2 Inmunofenotipo de las MSCs de MO, SCU, PLy GW

Se evalud el inmunofenotipo de las MSCs de MO, PL, SCU y GW mediante la expresion de
diferentes marcadores de superficie a través de citometria de flujo. Las células de las cuatro fuentes
fueron negativas para los marcadores CD14, CD34 y CD45, CD31 y HLA-DR, y fueron positivas para los
marcadores caracteristicos de una MSC como CD105, CD90, CD73 y CD13 (Tabla 2).
Estos resultados indican que las MSCs de SCU, PL y GW que se utilizaron en este trabajo, presentan un
patron similar a las MSCs de MO en la expresion de antigenos de superficie, tal como se reporto

anteriormente (Montesinos et al, 2009).
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Marcador MSCs MO MSCs SCU MSCs PL MSCs GW
CD105 98.53+61 (92.2+12.63 |95.73+3.09 |92.25+5.55
CD73 96.50 +£2.24 (97.96 £2.23 |73.73+£29.79 [91.18 £6.34
CD90 99.60 £ 0.36 |74.33+41.33|87.58 £12.21 |99.23 £ 0.87
CD13 99.60+£0.14 [97.77 £3.16 |98.05+2.33 [89.88+11.40
HLA-ABC 46.34 £ 26.42|62.26 £ 38.59|89.45 + 10.10 |75.15 £ 16.27
HLA-DR 0.51+0.82 | 0.97+0.87 [1.35+£2.04 ]0.80+0.67
CDh 45 0.12+£0.21 | 1.77+£3.15 |1.36+£0.74 |3.12+4.14
CD34 0.34+0.51 [ 0.35+0.62 |[1.62+2.43 |3.62+3.99
CD31 0.11+£0.14 | 1.18+1.63 | 0.68+0.42 [2.04+1.28
CD14 0.43+0.26 | 1.06+1.84 |5.10+£8.88 |0.42+0.70

Tabla 4. Expresion de marcadores de superficie de las MSCs de MO, SCU, PL, GW determinado por citometria de flujo. Los
valores se muestran en porcentajes de células positivas para los diferentes marcadores y corresponde a la media y la
desviacion estandar de los valores a partir de experimentos separados (MO n=4; SCU n=4; PL n=4; GW=6). No se

encontraron diferencias significativas en los marcadores cuando se compararon entre las diferentes fuentes.

1.3 Capacidad de diferenciacion de las MSCs de MO, SCU, PL, GW

Se evaluaron los potenciales de diferenciacién de las MSCs de MO, SCU, PL y GW, después de
haberlas cultivado bajo condiciones que favorecen la diferenciacion osteogénica, adipogénica y
condrogénica. Todas las muestras de MSCs tuvieron la capacidad de diferenciarse hacia osteoblastos,
adipocitos y condroblastos (Figura 10). En los cultivos de MSCs de las tres fuentes inducidas hacia
diferenciacion osteogénica se realizo la tincion de fosfatasa alcalina para evidenciar la presencia de esta
enzima que se encuentra altamente expresada en hueso (Figura 10). Por otro lado, para evaluar la
diferenciacion adipogénica se realizé la tincidn de rojo oleoso, la cual evidencié la adipogénesis mediante
la formacion de vacuolas lipidicas, siendo las MSCs de MO las que generaron las vacuolas mas grandes y
un mayor numero de adipocitos, comparada con las otras fuentes de MSCs (Figura 10). Por ultimo, para
evaluar la diferenciaciéon condrogénica las células se tifieron con azul alciano, que tifie
glucosaminglicanos y coldgena principales productos de los condroblastos, todas las fuentes de MSCs

presentaron capacidad diferenciacidon condrogénica al igual que las MSCs de MO (Figura 10).
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Figura 10. Diferenciacion osteogénica, condrogénica y adipogénica de las MSCs de MO, SCU, PL y GW. La diferenciacion

osteogénica se indica por la tincion de fosfatasa alcalina; la positividad se observa en color morado, la diferenciacion

adipogénica se indica por la positividad a la tincion con Rojo Oleoso y la diferenciacion condrogénica se indica por la

presencia de coldgena y glucosaminglicanos tefiidos con azul alciano; la positividad se observa de color azul, todas las

fotos fueron tomadas a un aumento de (40x).

2.- COCULTIVOS CON CELULAS ENRIQUECIDAS CD34+CD38- EN CONTACTO CON MSCS

2.1 Muestras de SCU procesadas y obtencidon de la poblacion enriquecida en células CD34+CD38-Lin-

En la siguiente tabla se muestran los porcentajes de enriquecimiento para la poblacion CD34+

CD38- Lin-, obtenidos posterior al enriquecimiento en las muestras de SCU, el cual se evalué mediante

citometria de flujo (Tabla 5)

Muestras Porcentaje de enriquecimiento

SCU 1 40%
SCU 2 59%
SCU 3 96%
SCU 4 27%
SCU 5 62%
SCU 6 24%
SCU 7 40%
SCU 8 31%
Promedio % Enriquecimeinto 47%

Tabla 5. Porcentajes de enriquecimiento para la poblacién CD34+CD38-Lin- obtenidos de las muestras de SCU

enriquecidas.
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2.2 Evaluacién de poblaciones linfoides maduras en muestras enriquecidas de SCU

Con la finalidad de corroborar la inexistencia de poblaciones linfoides en muestras enriquecidas
de SCU de manera basal (sin estar bajo condiciones de cultivo), se realizd una tincién de citometria con
todos los marcadores linfoides que se iban a evaluar en todos los experimentos, las dos muestras de SCU
gue se evaluaron, tuvieron un porcentaje de enriquecimiento del 33.4 % que a pesar de ser bajo, las
subpoblaciones linfoides no se encontraban presentes o se expresaban muy poco, siendo las DCs

mieloides las que mas se expresaban con un 18% (Figura 11).
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Figura 11. En la tabla se muestra el promedio del porcentaje de expresion de las subpoblaciones linfoides evaluadas en
muestras enriquecidas de SCU n=2. Del lado derecho se muestran los plots representativos de cada una de las
subpoblaciones evaluadas en las muestras enriquecidas.

2.3 PROLIFERACION DE CELULAS HEMATOPOYETICAS TOTALES

Para determinar la capacidad de las MSCs de MO, SCU, PL y GW para mantener la proliferacién
de células hematopoyéticas a partir de la poblacion enriquecida CD34+ CD38- Lin-, se evalué el nimero
de células hematopoyéticas totales tanto en el sistema 1 de cultivo como en el sistema 2 de cultivo.
Como puede observarse en la figura 12, aquellos cultivos que tenian ambos estimulos tanto citocinas
como MSCs aumentaron el nimero de células hematopoyéticas bajo el sistema 1y sistema 2 de cultivo
y no hubo diferencias significativas entre fuentes de MSCs, sin embargo, cuando se compard la condicion
de cultivo doble estimulada(MSCs mas citocinas) con la condicion que solo tenian citocinas, el nimero
de células hematopoyéticas totales fue significativamente mayor en ambos sistemas de cultivo con todas

las fuentes de MSCs. Cuando se compard la condicidon que tenian los dos estimulos contra la condicién
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que solo tenian MSCs se encontraron variaciones en los resultados dependiendo de la fuente de MSCs y
del tipo de sistema de cultivo ya que en el sistema 1 de cultivo las MSCs de GW y MSCs de MO
incrementaron el niUmero de células aun sin tener citocinas, pero es importante mencionar que ésto no
se vié en todos los experimentos y a exepcion de las MSCs de GW+ C1, todas las demas fuentes de MSCs
en presencia de citocinas del coctel 1 (C1) aumentaron el niumero de células hematopoyéticas
significativamente con respecto a su condicion que solo tenia MSCs. Por otro lado en el sistema 2,
cuando se compararon éstas mismas condiciones con doble estimulo,con aquellas que solo tenian MSCs,
las GW-MSCs y SCU-MSCs sin citocinas, aumentaron el numero de células hematopoyéticas aunque con
variaciones en sus resultados y en ambas fuentes de MSCs no se encontraron diferencias significativas
con su respectiva condicién doble estimulada , sin embargo las MSCs de PL y MO en presencia de
citocinas del coctel 2 (C2) , si presentaron un aumento significativo comparadas con su respectiva
condicién que solo tenia MSCs (Figura 12A y B). De manera interesante, las MSCs de MO con vy sin
citocinas bajo el sistema 1 mantuvieron nimero de células hematopoyéticas totales mas altos

comparadas con en el sistema 2 (Figura 12 Ay B).

A Sistema 1 B Sistema 2

Incremento en veces
del nimero de células
hematopoyéticas totales
Incremento en veces
del nimero de células
hematopoyéticas totales

Figura 12. Proliferacion de células hematopoyéticas totales generadas bajo el sistema 1 de cultivo (A), sistema 2 de cultivo
(B), las barras en morado representan la condicién que Unicamente tiene citocinas; barras en colores solidos representan
aquellas que sélo tienen MSCs; barras con rayas en diagonal representan la condicion que tuvieron ambos estimulos (MSCs
+ coctel de citocinas 1 (C1) ¢ coctel 2 (C2) respectivamente). Cada circulo representa un experimento independiente. El
grafico muestra el incremento en veces del nimero de células hematopoyéticas tomando en cuenta la linea punteada que
representa el valor de 1 que correspondiente las células con las que se inicid el cocultivo, los asteriscos indican diferencias

significativas con una p<0.05. Las barras muestran la media + SEM.
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2.4 CAPACIDAD DE SOPORTE LINFOPOYETICO DE LAS MSCS DE MO, SCU, PLY GW

Presencia de células CD45*

Todas nuestras poblaciones evaluadas partieron de una poblaciéon CD45%, ya que es una proteina
gue estd presente en todos los leucocitos, pero con mayor expresion en los linfocitos, este marcador nos
permitié ubicar y analizar a nuestra poblacidn de interés, por tal motivo se analizd la expresion y la
presencia de células positivas para este marcador independientemente de los demds marcadores en los
dos sistemas de cocultivos (Figura 13). En el sistema 1 de cultivo en presencia de ambos estimulos
(MSCs+C1), no encontramos diferencias significativas en los rendimientos por progenitor de células
CD45* entre las diferentes fuentes de MSCs (Figura 13 Ay C), contrario a lo que se observé en el sistema
2 de cultivo, en dénde las MSCs de PL+C2 y MSCs SCU+C2 tuvieron rendimientos significativamente
mayores comparados con los cultivos con MSCs de GW+C2 y MO+C2 (Figura 13 B). Cuando se
compararon los cultivos que tenian los dos estimulos (MSCs+C1) contra la condicion de cultivo que sélo
tenia uno de los dos estimulos, citocinas o MSCs, en el sistema 1 todas las fuentes de MSCs+C1 tuvieron
rendimientos significativamente mayores comparadas con su respectiva fuente de MSCs que solo tenia
citocinas, a excepcién de las MSCs de GW+C1 que no fueron significativamente mayores con respecto a
su condicion que sélo tenia MSCs-GW (Figura 13 Ay C). Por su parte bajo el sistema 2 de cultivo, las MSCs
de SCU+C2 y las MSCs de PL+C2 generaron rendimientos significativamente mayores de células CD45*
con respecto las MSCs de MO+C2 y MSCs de GW+C2 y también fueron significativamente mayores con

respecto a aquellos cultivos que solo tenian él coctel 2 o solo MSCs respectivamente (Figura 13 By C).
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Figura 13. Presencia de células CD45+ bajo diferentes condiciones de cultivo, sistema 1 de cultivo A), sistema 2 de cultivo
B). Las graficas muestran los rendimientos por progenitor (Y/I) de células CD45+, los asteriscos indican diferencias
significativas con una p<0.05, las barras muestran la media + SEM y cada circulo representa un experimento

independiente. En C) se muestran los plots representativos de los porcentajes de expresidn de células CD45+.

Diferenciacion dendritico-monocitica (sistema 1 de cultivo)

Para evaluar estas subpoblaciones se utilizaron los marcadores CD16, CD11c y CD11b. Para el
caso de las células DCs convencionales con fenotipo CD45*CD11c*CD11b*CD16" (Figura 14C), no fueron
generadas por las MSCs de GW en ninguna condicidn, sin embargo en los cocultivos con MSCs de MO+C1,

MSCs de PL+C1 y MSCs de SCU+C1 si hubo generacion de células dendriticas con rendimientos Y/1=1.05,
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Y/I= 1.2 y PL Y/I=0.8 respectivamente; de las tres fuentes solo las MSCs de SCU generaron buenos
rendimientos practicamente en todos los experimentos. A su vez, las MSCs de MO+C1, MSCs SCU+C1 y
las MSCs PL+ C1 fueron significativamente mayores en cuanto a la generacién de c¢DCs cuando se
compararon con su respectiva condicion de cultivo que sélo tenia mesenquimalesy con la que sélo tenian
citocinas (Figura 14 Ay C). Por otro lado, para la poblacién de monocitos con fenotipo CD45* CD11c*
CD11b*CD16* (Figura 14B vy C), solo los cocultivos que tenian MSCs de SCU+C1 y MSCs de PL+C1 lograron
generarlos, sin embargo las MSCs de PL generaron rendimientos mayores a 1, lo cual indica que hubo
una expansion de monocitos (Y/I= 2.42 para las MSCs de PL+C1 contra un Y/I= 1.1 para las MSCs de
SCU+C1) y ambas fuentes generaron rendimientos en la generacién de monocitos significativamente
mayores respecto a los cultivos que tenian MSCs de MO+ C1y MSCs de GW+ C1, y significativamente
mayores con su condicién de cultivo que sélo contenia MSC y la condicién que sélo tenia el coctel 1 de

citocinas, los cuales tuvieron rendimientos muy bajos o no los generaron (Figura 14B y C).
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Figura 14. Diferenciacion dendritico-monocitica (sistema 1 de cultivo). Los graficos de la izquierda muestran los
rendimientos por progenitor (Y/l) de las células dendriticas (a), y de los monocitos (b) respectivamente, los asteriscos
indican diferencias significativas con una p<0.05, las barras muestran la media + SEM y cada circulo representa un
experimento independiente. Del lado izquierdo se muestran los plots representativos de los porcentajes de expresion de
células dendriticas convencionales (a) y monocitos CD16* (b) bajo las diferentes condiciones de cultivo, tanto las

dendriticas convencionales como los monocitos provenian de la poblacién doble positiva para los marcadores CD11c y

CD11b.
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Diferenciacion NK (sistema 1 de cultivo)

Las diferentes subpoblaciones de NKs evaluadas en este trabajo las cuales en su mayoria ya han
sido reportadas en sangre periférica de humanos, se basaron en los niveles de expresién de los
marcadores CD56 y CD16 y fueron las siguientes: a) CD56" CD16™ b) CD56" CD16 '** c) CD56 M CD16" d)
CD56'*" CD16 e) CD56'" CD16* f) CD56™ CD16* (Figura 15). Con respecto a las subpoblaciones de NKs
que expresaban altos niveles de CD56 (CD56M) (Figura 15A, graficos superiores). Sélo para la
subpoblacién CD56" CD16" se generaron rendimientos promedio mayores a 1 o cercanos a 1y solo bajo
la condicién de cultivo que tenia ambos estimulos con casi todas las fuentes de MSCs, a excepcién de las
MSCs de GW+C1, a pesar de esto no se encontraron diferencias significativas al comparar entre fuentes
de MSCs bajo la condicién de doble estimulo, pero al comparar ésta condicién doble estimulada con la
condicién que sdlo tenia MSCs, las MSCs de MO+C1, MSCs de SCU+C1 y MSCs de PL+C1 generaron
rendimientos significativamente mayores de células CD56" CD16° comparada con su condicién que solo
tenia citocinas, no asi para las MSCs de GW ya que con o sin citocinas sus rendimientos fueron muy bajos
y por lo tanto fue poca la generacién de células CD56M CD16- (figura 15A inciso a y 15B). Para el caso de
la subpoblacién b) CD56M CD16'°%, su generacién fue casi nula, y sélo los cultivos con MSCs de PL+C1 que
generaron un rendimiento promedio bajo Y/I= 0.02, fue significativamente mayor comparada con su
condicién que sélo tenia MSCs de PL, pero no fue significativo con respecto a aquella condicion que solo
tenia C1 (figura 15A inciso b y 15B). Respecto a poblacién CD56" CD16" no se encontraron diferencias
significativas en los resultados bajo ninguna condicidn, las MSCs de MO+C1 y las MSCs de SCU+C1 fueron
las Unicas fuentes que lograron generar ésta poblacién, aunque por presentar variaciones en sus
resultados, ambas generaron rendimientos promedio bajos (Y/I= .14, Y/I=.09 respectivamente) (figura
15A inciso cy 15B).

Por otro lado, para el caso de las poblaciones de NKs con baja expresion para el marcador CD56
(CD56 '*w/) (Figura 15A graficos inferiores), la subpoblacion d) CD56'°% CD16" fue la que mas se genero,
sobretodo bajo la condicion de cultivo que tenia ambos estimulos (MSCs+C1), donde las MSCs de fuentes
neonatales PL+C1, MSCs GW+C1 y MSCs SCU+C1 se comportaron muy parecidas, con rendimientos
promedio Y/I= 4.5, Y/I=4.5 y Y/1=4.2 respectivamente , los cuales fueron significativamente mayores con
respecto a las MSCs de MO+ C1 que tuvo un rendimiento promedio de Y/I= 1.9. Al comparar todas las
fuentes que tenian ambos estimulos MSC+C1 con su respectiva condicién que sélo tenia MSCs, todas
tuvieron rendimientos significativamente mayores, a excepcion de las MSCs de GW+C1, que no
presentaron diferencias significativas con su condicién que sélo tenian MSCs, ya que en algunos de los
cocultivos que solo tenian MSCs-GW si se logrd generar esta subpoblacién CD56'°%CD16™ con buenos
rendimientos, porlo cual generé un rendimiento promedio de Y/I=1.5, por otro lado cuando estaban

presentes ambos estimulos y todas las fuentes de MSCs tenian citocinas se generaron rendimientos
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significativamente mayores comparadas con la condicion que sdlo tenia citocinas C1 (figura 15A inciso d
y 15B). Para la poblacién e) CD56'°"CD16* al comparar las fuentes bajo la condicién que tenia los dos
estimulos, los cocultivos con MSCs de SCU+C1 y MSCs de PL+C1 generaron rendimientos promedio de
Y/I1= 1.0y Y/I=.6, respectivamente, los cuales fueron significativamente mayores con respecto a las MSCs
de MO+C1l y MSCs de GW+C1 cuyos rendimientos promedio para la generacidon de la poblacion
CD56'°“CD16* fueron bajos (Y/1=.06 y Y/I=.1 respectivamente),y también las MSCs de SCU+C1 y MSCs
PL+C1 fueron significativamente mayores comparadas con los cocultivos que sélo tenian uno de los dos
estimulos, mientras que las MSCs de MO+C1y las MSCs de GW+C1 no tuvieron diferencias significativas
con su condicién que solo tenia MSCs ni con la que sélo tenia citocinas (figura 15A inciso e y 15B).
Finalmente para la subpoblacién f) CD56'CD16*, los cultivos con MSCs de SCU+C1 y los de PL+C1 fueron
las Unicas fuentes que generaron ésta subpoblacidn bajo la condicién doble estimulada, siendo las MSCs
de PL+C1 las que generaron los rendimientos promedio mas altos , mayores a 1 (Y/I= 1.5), aunque
observamos variacion en los resultados con las MSCs de PL+C1 y no se comportaron de manera
homogénea, al comparar si habia diferencia entre las fuentes de MSCs bajo la condicidon doble
estimulada, las MSCs de PL+C1 tuvieron rendimientos significativamente mayores al compararla con las
demas fuentes de MSCs, aunque los cultivos que tenian MSCs de SCU+ C1 tuvieron rendimientos muy
bajos para la generacion de ésta poblacion CD56'CD16%, con (Y/1)=.16, también fueron significativamente
mayores con respecto a las MSC de MO+C1 y las MSCs de GW+C1 que practicamente no las generaron
con rendimientos de (Y/1)=.019 y (Y/1)=.014 respectivamente, al comparar la condicion doble estimulada
con la condicidn que solo tenia MSCs, las MSCs de PL+C1 y las MSCs de SCU+C1 fueron significativamente
mayores a su condicidon que solo tenian MSCs, y también ambas fueron significativamente mayores a

cuando solo estaba presente el coctel 1 en los cultivos (figura 15A inciso fy 15B).
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Figura 15. Diferenciacién NK (condicién 1 de cultivo). Las graficas superiores muestran los rendimientos por progenitor
(Y/1) de las subpoblaciones de NKs con base en la expresién de los marcadores CD56* CD16- : (a) CD56M CD16 (b) CD56M
CD16'*w (c) CD56M" CD16M (d) CD56'"w CD16" (e) CD56'°v CD16* (f) CD56° CD16*, los asteriscos indican diferencias
significativas con una p<0.05, cada circulo representa un experimento independiente, las barras muestran la media £ SEM.
En la parte inferior se muestran los plots representativos en porcentajes de expresidn para cada una de las subpoblaciones

de NKs.

Diferenciacion IKDC (sistema 1 de cultivo)

También fue evaluada la generacion de células IKDCs bajo el sistema 1 de cultivo, las
subpoblaciones de IKDCs fueron clasificadas con base en los niveles de expresién de CD56 y CD11c,
analizando la presencia de las siguientes subpoblaciones a) CD56"CD11c'" b) CD56°*CD11c"" c)
CD56MCD11cM d) CD56'°¥CD11c". Para la poblacién a) CD56"CD11c'®%, solo fueron generadas con las
MSCs de MO+C1, MSCs de SCU+C1 y MSCs de PL+C1 aunque debido a que se comportaron de manera
muy heterogénea no fueron significativamente diferentes con las MSCs de GW+C1 cuya produccién fue
casi nula en todos los experimentos Y/I=0.02 (Figura 16A). A pesar de lo anterior, las MSCs de SCU+C1
fueron la fuente que generd los rendimientos por progenitor mas altos con una media de Y/1=2.4. Cuando

se compard la condicién (MSCs+C1) con su respectiva condicion que sdlo tenia MSCs, todas las fuentes
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de MSCs fueron significativamente mayores ya que bajo la condicidn que sélo tenia MSCs no se generé
esta subpoblacién, no asi, cuando se compardé con la condicién que sélo tenia el coctel 1 a pesar de que
esta condicién tuvo un rendimiento promedio muy bajo Y/I=.02 (Ver figura 16A inciso a y 16B). La
poblacién c) CD56MCD11cM, practicamente no se generd bajo ninguna condicidn, aunque se encontraron
diferencias significativas entre los cocultivos que tenian MSCs neonatales mas el coctel 1 (con
rendimientos MSCs SCU+C1 Y/I= .04, MSCs PL+C1 Y/I=.05, MSCs GW+C1 Y/I=.02) comparadas con su
respectiva condicidn de cultivo que sdlo tenian MSCs o C1, en los cuales esta poblacién no fue generada
Y/1=0.00 (Ver figura 16A inciso c y 16B). La poblacién b) CD56'°% CD11c'°% fue la subpoblacién de IKDCs
gue mas se generd en nuestros cocultivos, generando los rendimientos por progenitor mas altos bajo la
condicién de cultivo dénde habia MSCs+C1, dénde las mejores fuentes para generar esta subpoblacion
fueron las MSCs provenientes de fuentes neonatales con rendimientos: Y/I=2.6 para las MSCs de SCU+C1,
Y/1=4 para las MSCs de PL+C1 y Y/I=2.8 para las MSCs de GW+C1, es decir bajo estas tres fuentes con
citocinas hubo expansion de esta subpoblacién, de las cuales solo las MSCs de PL+C1 y las MSCs de
SCU+C1, fueron significativamente mayores con respecto a los cultivos que tenian MSCs de MO+C1 con
rendimiento de Y/1=0.8. Por otro lado, cuando se compard la condicion que tenia ambos estimulos
(MSCs+ C1) con la condicion que solo tenia MSCs, sélo las MSCs de PL+C1 y las MSC de SCU+C1 tuvieron
rendimientos significativamente mayores comparadas con sus condicidn que sélo tenia MSCs, en donde
su generacion fue nula con rendimientos Y/1=0.04 y Y/1=0.003 respectivamente, lo mismo ocurrié cuando
se comparard la condicidn doble estimulada con la condicion que sélo tenia él coctel 1, aunque las MSCs
de GW sin citocinas generaron a esta poblacidn con un rendimiento Y/1=0.3, no se comparé a cuando se
tenian ambos estimulos (Ver figura 16A inciso b y 16B). Por ultimo, para la poblaciéon de IKDCs con
fenotipo d) CD56'°% CD11c", todos los cultivos que tenfan ambos estimulos MSCs+C1, generaron esta
subpoblacién y todas las fuentes de MSCs+C1 fueron significativamente mayores con respecto a aquellas
gue sdélo tenian MSCs o coctel 1, pero los cultivos con MSCs de PL+C1 fueron las Unicas que fueron
capaces de expandir esta subpoblacién, con un rendimiento promedio Y/I=3.1 lo que fue
significativamente mayor con respecto a las demas fuentes bajo la misma condicion MSCs +C1 (Ver figura

16A inciso d y 16B)
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Figura 16. Diferenciacion IKDC (sistema 1 de cultivo). Las graficas superiores muestran los rendimientos por progenitor
(Y/1) de las subpoblaciones de IKDCs con base en la expresion de los marcadores CD56+ CD11c: a) CD56M CD11c 'ow b)
CD56'ow CD11cew ¢) CD56M CD11ch d) CD56'°w CD11c"ev, los asteriscos indican diferencias significativas con una p<0.05,
cada circulo es un experimento independiente; las barras muestran la media + SEM. En la parte inferior se muestran los
plots representativos en porcentaje de expresion para cada una de las subpoblaciones de IKDCs, cada letra corresponde

a su respectiva subpoblacion representada en las gréficas.

Diferenciacion linfoide B (sistema 2 de cultivo)

Para evaluar la diferenciacion de las células B se manejé el sistema de cultivo 2 y las poblaciones
a evaluar fueron las siguientes: a) CD45+CD34+CD19- HPCs b) CD45+ CD34+ CD19+ progenitores de
células B (pro B) y c) CD45+ CD34- CD19+ que engloba a las poblaciones de precursores B, células B
inmaduras (iB) y células B maduras (mB) denominada cémo (Pre B/iBmB) (Figura 17). Con respecto a la
poblaciéon mas primitiva CD34+CD45+CD19- de HSC/HPC solo fueron encontradas en los cocultivos con
MSCs de SCU en presencia del coctel 2 y sin citocinas, sin embargo, solo se encontraron diferencias

significativas cuando se compararon los rendimientos generados con la condicion MSCs de SCU+C2 y la
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condicién que solo tenia el coctel 2 (Figura 17A y B inciso a). Para el caso de la poblacién Pro B ocurrid
algo similar, a pesar de que solo los cultivos que tenian MSCs de MO+C2 generaron un rendimiento
promedio alto (Y/I=1.3), los valores obtenidos fueron variables y no se encontraron diferencias
significativas con respecto a las demas condiciones de cultivo (Ver figura 17A y B inciso b). Por ultimo,
para la poblacién Pre B/Ib mB, los cultivos que tenian MSCs de PL+C2 y MSCs de SCU+C2 fueron las Unicas
fuentes que expandieron a esta subpoblaciéon, siendo las MSCs de SCU+C2 la fuente que generd los
rendimientos mas altos (Y/1=1.8 y Y/I= 3.8 respectivamente), siendo significativamente mayores a las
MSCs de PL+C2. A su vez ambas fuentes bajo esta condicion fueron significativamente mayores con
respecto a las demas fuentes bajo la condicién doble estimulada y comparadas con aquella condicién

gue solo tenia uno de los estimulos MSCs o el coctel 2 (Ver figura 17A y B inciso c).
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Figura 17. Diferenciacién Linfoide B (condicién 2 de cultivo). Las graficas superiores muestran los rendimientos por
progenitor (Y/1) de las subpoblaciones de linfocitos B con base en la expresion de los marcadores CD45 CD34 y CD19: (a)
HSCs/HPCs con fenotipo CD34+ CD45+ CD19-; (b) proB con fenotipo CD34+ CD45+ CD19+ y (c) preB/iB-mB con fenotipo
CD34- CD45+ CD19+; los asteriscos indican diferencias significativas con una p<0.05; cada circulo es un experimento
independiente; las barras muestran la media + SEM. En la parte inferior se muestran los plots representativos en
porcentaje de expresion para cada una de las subpoblaciones evaluadas, cada letra corresponde a su respectiva

subpoblacién representada en las graficas.
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X DISCUSION:

Muy poco se sabe acerca de la linfopoyesis en humanos, y mucho de lo que lo que se ha
dilucidado es mediante el uso de modelos ratéon humanizados y cocultivos con células hematopoyéticas
sobre células estromales en presencia o ausencia de citocinas, de las cuales las células mas utilizadas son
las lineas celulares estromales de ratéon OP9 y MS5 (Nishihara et al, 1998). No obstante, ello, hay pocos
estudios en donde se utilicen células estromales humanas como soporte para evaluar linfopoyesis y hay
solo algunos trabajos que han evaluado el papel de las MSCs de MO de humanos en la linfopoyesis de
células B (ichii M. et al, 2008 y 2010; Yoshioka, et al 2014), asi como en células estromales de MO fetal
(Dittel & LeBien, 1995; Prieyl & LeBien, 1996, Kurosaka et al, 1999). Mientras que en otros trabajos
Unicamente evaltan precursores linfoides tempranos (Nakamori et al, 2012). Muy poco se sabe del papel
de las MSCs de MO con respecto al soporte de otros linajes linfoides y sus diferentes subpoblaciones
como las células NKs. De igual manera no se han realizado trabajos en donde se evalien MSCs
provenientes de fuentes alternativas a la MO como las neonatales, cuya obtencion es accesible debido a
gue se obtienen de tejidos considerados como desecho bioldgico y cuya obtencion no implica métodos
invasivos como en el caso de la obtencion de aspirados de MO. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo
fue generar nuevos sistemas de cocultivos para evaluar linfopoyesis humana de diversos linajes linfoides,
ademas del linaje B, utilizando fuentes de MSCs de tejidos neonatales (SCU, PL y GW) como alternativa
alaMO.

Con respecto a la caracterizacion de las MSCs de las fuentes neonatales, observamos aspectos
bioldgicos similares a los obtenidos previamente para SCU y PL (Montesinos et al, 2009). De igual manera
las MSCs de GW en todas las muestras evaluadas, presentaron morfologia fibroblastoide, capacidad de
diferenciacién adipdgenica, osteogénica, condrogénica e inmunofenotipo caracteristico de las MSCs, lo
cual ya ha sido reportado por diversos autores (Kim D. 2013; Weiss et al, 2006; Lu et al, 2006). Las MSCs
de GW, asi como las demas fuentes de MSCs neonatales formaron menor nimero de adipocitos y sus
vacuolas fueron mas pequefias comparadas con las MSCs de MO, siendo las MSCs de SCU las que menos
adipocitos generaron, lo cual ya ha sido reportado por otros autores (Prasanna et al, 2010; Montesinos
et al, 2009; Kern et al, 2006). Con respecto a la diferenciacion osteogénica no encontramos diferencias
entre las fuentes de MSCs de fuentes neonatales y las MSCs de MO, lo que concuerda con lo que ya se
ha reportado que las MSCs de fuentes neonatales como PL, SCU y CU presentan la misma capacidad de
diferenciacion osteogénica que las MSCs de MO(Parolini et al 2008, JJ) Montesinos 2009, Lee ok et al,
2004). Tampoco observamos diferencias con respecto a la diferenciacion condrogénica con respecto a
las MSCs de MO, sin embargo, hay estudios que han sugerido que las MSCs de MO muestran mejor

capacidad de diferenciacién condrogénica comparadas con las MSCs de PL (Bernardo et al, 2007),
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mientras que en otro estudio se observd que las MSCs de SCU tienen un fuerte potencial osteogénico
comparado con las MSCs derivadas de MO, lo cual indica diferencias funcionales entre estas fuentes
(Chang et al, 2006).

Es importante mencionar que a pesar de no obtener porcentajes de enriquecimiento elevados
para la poblacién CD34+CD38-Lin- en las muestras de SCU utilizadas para nuestros experimentos (con un
promedio del porcentaje de enriquecimiento del 47%), al evaluar la presencia de subpoblaciones
linfoides iniciales, en las muestras ya enriquecidas de SCU, no se encontraron o era minima la presencia
de subpoblaciones de linfocitos, sin embargo, si se encontrd la presencia de poblaciones mieloides
CD11c+, con porcentajes de expresion del 25% para la subpoblacion CD11c+ CD11b+ CD16- y del 28%
para la poblacion CD11c+ CD11b- (Figura 11). Estos porcentajes de expresién concuerdan con los
reportados por Borras et al 2001, en el que encontré que DC mieloides CD11c+ se encuentran en
muestras de SCU con una expresion aproximadamente del 25% y que ademds son HLADR++ CD133+,
aunque no evaluan presencia del marcador CD11b en este trabajo (Borras et al, 2001). Por otro lado, hay
estudios que observan una subpoblacion de DCs mieloides en sangre periférica con fenotipo CD1c+
CD11b+ CD11c+ en humanos, la cual reportan como cCDs tipo 2 aunque esta poblacién no ha sido

reportada como tal en SCU (Collin & Bigley, 2017) pero sera discutida mas adelante.

Proliferacion de células Hematopoyéticas totales
Se sabe que la proliferacién y expansiéon de células hematopoyéticas in vitro, depende de muchas
variables, entre ellas la presencia de células estromales y la combinacion de citocinas (Poloni et al, 1997;
Douay 2001; Mayani 2017). En nuestros cultivos sélo bajo la condicidn que tenia ambos estimulos, tanto
citocinas como MSCs (MSCs+C1), se incrementd hasta 13 veces el nimero de células hematopoyéticas
totales; sin embargo, cuando sdlo se tenian uno de los estimulos, él nimero de células hematopoyéticas
disminuyd significativamente y sélo en algunos experimentos en los que habia MSCs de GW 6 de SCU sin
citocinas, se logré aumentar el nUmero de células totales, pero nunca en igual nimero que teniendo
ambos estimulos, lo cual concuerda con lo que ya ha sido ampliamente reportado, que las
mesenquimales de MO, PL, SCU y GW en combinacidn con citocinas inducen la proliferacion de células
hematopoyéticas (Flores-Guzman et al, 2009; Fajardo-Ordufia et al, 2015; Fajardo-Ordufia et al, 2016; Lo

lacono et al, 2017).

Diferenciacion de células dendritico-monocitica
Aunque nuestro principal objetivo para este trabajo fue evaluar soporte linfopoyético, también
se evaluaron algunas subpoblaciones de origen mieloide, cdmo, la monocitica y células dendriticas

convencionales, para evaluar si habia alguna tendencia en cuanto a la diferenciacién mieloide sobre la
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linfoide por parte de alguna fuente de MSCs ya que nuestros cocultivos ademas de tener citocinas que
participan en la linfopoyesis principalmente, también participan en la formacién de ambos linajes cémo
SCF y flt3-L (Mayani et al, 2007; Shortman et al, 2013; Pelayo et al, 2017; Merad et al, 2013).

Se han reportado dos tipos de células dendriticas convencionales en humanos definidas cdmo
CD141+y CD1c+ (MacDonald et al, 2002; Ziegler-Heitbrock et al, 2010) y las derivadas de los monocitos
(mo-DC). Las células dendriticas CD1c+ coexpresan los marcadores mieloides CD11c y CD11b y se han
clasificado como células dendriticas mieloides tipo2 (cCD2), a pesar de que es dificil distinguir entre cDC2,
los monocitos y las dendriticas derivadas de monocitos (mo-DC) debido a que comparten muchos
marcadores entre ellos el CD11c, recientemente se ha utilizado la combinacion de diversos marcadores,
asi como su nivel de expresién para poderlas distinguirlas mediante citometria de flujo. El marcador CD14
ha sido utilizado para distinguir a las mo-DCs y el CD16 para diferenciarlas de los monocitos no clasicos
que ademés de expresar CD16 son CD11b'*" y CD11c" , mientras que las moDCs son CD11c* CD14* pero
no se reportan como CD11b* (Collin & Bigley, 2017), con base en esto y en nuestros marcadores
evaluados, podemos decir que las subpoblaciones mieloides encontradas en nuestros cultivos muy
probablemente se tratan de células dendriticas comunes de tipo2 c¢DC2 con fenotipo
CD11c*CD11b*CD16" y de monocitos no clasicos.

Existen trabajos que han evaluado el efecto que tienen las MSCs en la diferenciacién de células
dendriticas en especifico de las mo-DCs y se ha reportado que las MSCs de MO y de CU inhiben la
diferenciacidon y maduracidon de monocitos a dendriticas (Jiang et al, 2005), asi como la diferenciacién
de HPCs CD34" en dendriticas inmaduras y maduras (Nauta et al, 2006; YP Li et al, 2008). Este efecto
negativo coincide con lo observado con MSCs de GW, ya que los cocultivos con ésta fuente los
rendimientos de cDC2 fueron muy bajos, sin embargo con MSCs de MO, los resultados fueron muy
heterogéneos, y con base en éste efecto negativo reportado con MSCs de MO sobre la diferenciacién de
HPCs a dendriticas (Nauta et al, 2006; YP Li et al, 2008), creemos que en los dos experimentos en dénde
se observd un alto rendimiento de cDC2 (ver figura 14) fue debido a la proliferacién o mantenimiento
de las células dendriticas cDC2 que ya se contenian de manera basal las muestras de SCU utilizadas en
esos experimentos, mas que a una diferenciacién a partir de HPCs. Con respecto a las MSCs de PLy SCU,
al no haber reportes de efectos negativos de éstas fuentes para generar DCs a partir de HPCs, y a que
nosotros observamos generacién de cDC2 en nuestros cocultivos con citocinas y estas fuentes, sobre
todo con MSCs de SCU, no podemos descartar la idea de que éstas dos fuentes, si puedan mantener y
generar cDC2 a partir de HPCs (ver Figura 14). Por otro lado, la poblacién CD11c* CD11b* CD16* de
monocitos no cldsicos, que se encontraban presentes en un 1% a pesar de que las muestras de SCU
tenian bajos porcentajes de enriquecimiento CD34*CD38Lin* (ver Figura 11), en cultivo si fueron

observadas con altos niveles de expresién bajo la condicién con MSCs de SCU+C1 y de PL+C1. Con las
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MSCs de SCU+C1 se obtuvieron rendimientos de Y/I= 1.1, lo que indica que el 100% de los progenitores
comprometidos a este linaje se diferenciaron, sin embargo, con las MSCs de PL+C1 los rendimientos
fueron significativamente mayores con Y/I= 2.4, lo que indica que ademas de tener una diferenciacién
del 100% de los progenitores hubo una expansion de dicha poblacidn. Se ha reportado que esta
subpoblacién de monocitos no clasicos presenta propiedades inflamatorias y en diversas patologias
inflamatorias se incrementa, por lo tanto, se considera que la expansién de monocitos CD16+ determina
una condicion inflamatoria (Mukherjee R et al, 2015). Debido a lo anterior, podemos decir que en
nuestros cocultivos con MSCs de PL+C1 y de SCU+C1, muy probablemente semejaban a un ambiente
proinflamatorio que favorecié la expansion y generacién de éstas células, lo que no se presentd en

aquellos con MSCs de MO+C1 y de GW+C1.

Diferenciacion de células IKDCs

Actualmente no se ha reportado la presencia de ésta subpoblacion en humanos y sélo ha sido
reportada en ratdn, existen trabajos en déonde evallan su generacién in vitro con fuentes estromales
murinas MS5 (Ramirez-Ramirez 2016), por esta razdn nosotros evaluamos si habia generacion de IKDCs
en cultivo con MSCs de MO y MSCs de fuentes neonatales, ademas evaluamos diferentes subpoblaciones
de IKDCs basados en la intensidad de los marcadores CD11c y CD56. Decidimos evaluar subpoblaciones
de IKDCs, dado que dé inicio observamos subpoblaciones hiy low para ambos marcadores. Es importante
mencionar que esta poblaciéon tampoco se encontraba de manera basal en nuestras muestras de SCU a
pesar de tener bajos enriquecimientos y fueron generadas Unicamente bajo la condicién que tenian
ambos estimulos MSCs+C1. Observamos que las subpoblaciones de IKDCs CD56", practicamente no
fueron generadas por ninguna de las fuentes de MSCs+C1, contrario a las subpoblaciones de IKDCs
CD56"" que fueron generadas en dicha condicién a excepcidn de aquellas con MSCs de MO que
presentaron un comportamiento heterogéneo. Respecto a las subpoblaciones de IKDCs CD56 "%, las
CD56 '*% CD11c"°" fueron las que mds se generaron en nuestros cultivos bajo la condicién MSCs+C1,
siendo las MSCs de MO+C1 las que generaron los menores rendimientos comparados con las MSCs de
fuentes neonatales. Las IKDCs son una subpoblacién que no ha sido formalmente descrita en humanos,
se sabe que la expresidon de CD11c en células de linaje NK es inducida por combinacién de IL-15 y de
citocinas inflamatorias (Aranami T. et al, 2006). El hecho de que las MSCs de MO+C1 fueran las que
menos produjeran las IKDCs a pesar de que los cocultivos contenian IL-15, nos indica que la produccién
de citocinas pro inflamatorias por parte de las MSCs de MO no es suficiente para expandirlas.
Recientemente la busqueda de condiciones experimentales para la expansion de este tipo de células ha
sido de gran interés, ya que es un subtipo celular que participa en una variedad de mecanismos, cémo la

produccién de INFy, citotoxicidad hacia células tumorales y la capacidad para inducir la proliferacion de
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linfocitos Ty que funciona como componente coadyuvante en la respuesta inmune innata contra células
tumorales 6 células infectadas con virus. (Ramirez -Ramirez et al, 2016). En nuestros cocultivos aunque
las tres fuentes de MSCs de neonatales en presencia del coctel 1 fueron buenas para genera a las IKDC
CD56 %, de las tres las MSCs de PL+C1 fueron las mejores para expandir a estas células teniendo los
rendimientos por progenitor mds altos, considerando a esta fuente de MSCs la mejor alternativa para la

generacioén de células IKDC y su posible uso en inmunoterapia.

Diferenciacion de células NK

En nuestros cultivos las subpoblaciones de NKs CD56" no fueron generadas bajo las condiciones
en las que sdlo habia citocinas o MSCs, Unicamente con la condicién MSCs+C1 a excepcién de las MSCs
de GW+CL1. las demas fuentes de MSCs bajo ésta condicién generéd al menos una de las subpoblaciones
de NKs CD56" y de esta subpoblaciones la que generé los mayores rendimientos fueron las NKs con
fenotipo CD56" CD16, cuya principal funcién es la de producir citocinas y es considerada cémo
precursora de la subpoblacién de NKs CD56'°" CD16* de mayor capacidad citotdxica y ontogénicamente
en un estadio mas avanzados de maduracion (Poli et al, 2009; Amand et al, 2017; Ramirez-Ramirez et al,
2016; Abel et al, 2018). Con respecto a esta uUltima subpoblacidn, en un trabajo reciente, se subdividié a
las NKs CD56'°% CD16* en dos subpoblaciones diferentes, una nueva subpoblacién identificada con el
fenotipo CD56'°% CD16'¥, la cual presenta caracteristicas mas inmaduras, aunque con capacidad de
degranulacién e independiente a la subpoblacién CD56"% CD16", que tiene caracteristicas de mayor
capacidad citotdxica y que se encuentra en un estadio propiamente maduro (Amand et al, 2017). No
obstante, en este trabajo no hicimos esta separacién y se considerd solo como una poblacién CD56'°%
CD16+, al revisar los graficos de citometria encontramos que la mayoria corresponden a una poblacién
CD56"" CD16'Y que fue favorecida Unicamente bajo la condicién con MSC de PL+C1 y SCU+C1 y con
rendimientos significativamente mayores comparadas con los cultivos con MSCs de MO+C1 y GW+C1,
aunque las de SCU+C1 fueron las que generaron rendimientos de 1, lo cual nos dice que el 100% de los
progenitores lograron diferenciarse. Se ha publicado que esta poblacidn podria ser una poblacidn
intermedia previa a la poblacién CD56'"% CD16" y que estd en vias de perder el marcador CD16 bajo
activacion dando lugar a la poblacién CD56'°% CD16-, la cual también presenta capacidad de
degranulacion incluso mayor que las NKs CD56'°" CD16'°% y las CD56'°% CD16" cuédndo estan en presencia
de células K562 (Amand M. et al, 2017).

Con respecto a la subpoblacién de NKs CD56'°" CD16,, fue la que mas se generd en nuestros
cocultivos bajo la condicidon con MSCs+C1, sin embargo, seria importante evaluar funcionalidad de las
NKs para asegurar que sea la subpoblacién inmadura con funcién de degranulacién descrita por Amand

M. et al, 2017, ya que también podrian tratarse de IKDCs CD56'°% CD11c*, ya que estas subpoblaciones
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de NKs evaluadas no provenian de la poblacién CD11c". Es importante mencionar que al comparar los
rendimientos de las subpoblaciones de NKs CD56'°% CD16" y las poblaciones CD56'°% CD11c'¥, solo las
MSCs de PL+C1 coinciden en los rendimientos para ambas subpoblaciones (Y/I=4.5 Y/I=4.02,
respectivamente) y probablemente en este caso si podria tratarse de la misma subpoblacién, sin
embargo para las demds condiciones con MSCs+C1 los rendimientos no fueron parecidos y difieren
mucho, lo cual nos indica que a excepcién de las MSCs de PL+C1, las subpoblaciones CD56"°*CD16-
generadas en estas condiciones de MSC+C1 muy probablemente sean NKs inmaduras. También se ha
reportado otra subpoblacidon de NKs con fenotipo CD16+ CD56-, las cuales no son funcionales y son
frecuentemente observadas en pacientes con VIH, se caracterizan por la alta expresion de receptores
NKs inhibitorios y una baja expresion de receptores citotdxicos naturales, asi como una baja produccion
de citocinas (Amand M. et al, 2017), la cual en nuestros cocultivos con MSCs de SCU+C1 y de PL+C1 fue
generada con rendimientos de (Y/I1=.2) (Y/I=.5).

Se sabe que la generacién de células NKs a partir de HPCs requiere de IL-15, FIt3-L, SCF e IL-7
(Colucci et al, 2003; Abel et al, 2018), ademas se ha demostrado la importancia en MO del nicho reticular
abundante en CXCL12 secretado por células CAR, esta quimiocina estimula a los progenitores NKP o NKs
inmaduros a un estado funcionalmente maduro via CXCR4 (Abel et al, 2018) y mas aun la IL-15 es
altamente producida por las células CAR (Ramirez-Ramirez et al, 2016), en consecuencia la interaccién
de células estromales y citocinas para una correcta diferenciacion de células NKs es evidente, lo cual
explica que en nuestros cocultivos la mejor condicion para producir las subpoblaciones de NKs haya sido
en presencia de MSCs+C1.

Por su parte, también se ha publicado que las células MSCs de MO, asi como las MSCs de PL, SCU
y GW secretan moléculas que participan en la diferenciacion de NKs, cdmo CXCL12, FLT3-L, SCF e incluso
IL-15 en MSCs de MO (Balandran et al, 2017). A pesar de que todas las fuentes de MSCs secretan factores
gue promueven la maduracion y generacion de células NKs, en este estudio observamos que la expansion
de NKs CD56'" fue mejor con las MSCs provenientes de fuentes neonatales, lo cual indica que las MSCs
de fuentes neonatales podrian secretar otros factores ademds de los mencionados, que favorecen la
expansion de células NK. Se han identificado diferentes nichos que regulan la biologia de las NKs, dentro
de ellos estan los nichos de estrés o inflamatorios, tumorales y los del embarazo, los cuales son
controlados por células no hematopoyéticas que proveen sefiales que desencadenan la produccion de
moléculas de adhesion, quimiocinas y citocinas/factores de crecimiento (Nagasawa 2015, Purizaca et al,
2012, Noda et al, 2011). Estos antecedentes aunados a nuestros resultados obtenidos con IKDCs y
monocitos CD16+, cuya expansidn fue mayor en presencia de MSCs de fuentes neonatales, las cuales

estan relacionadas con ambientes proinflamatorios (Aranami et al, 2006; Ramirez-Ramirez et al, 2016;
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Mukherjee et al, 2015), nos sugiere que dichas MSCs pudieran estar secretando una mayor cantidad de
citocinas proinflamatorias comparadas con las MSCs de MO.

Estudios recientes han sefialado que durante las Ultimas etapas del embarazo y durante el parto,
hay una infiltracién de macréfagos y neutrdfilos al miometrio y un aumento de citocinas proinflamatorias
como IL-1B, IL-8 e IL-6 en los tejidos materno-fetales, asi como también cambios transcripcionales en la
decidua, incluyendo un aumento en la via de sefalizacidon de TNF y activacion de NF-Kb, este ambiente
proinflamatorio promueve la contraccién del Gtero, expulsion del bebé y un rechazo a la placenta (Mor
et al, 2011; Yockey & lwasaki, 2018). Ademas, en otro estudio se demostrd la expresion del RNAm de
citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-13 en tejido corio-decidual y de IL-18 e IL-1B en el amnios (Osman et
al, 2003). También se ha reportado la presencia de citocinas proinflamatorias cdmo IL-6 e IL-8 y niveles
de citocinas antinflamatorios como IL-10 en muestras de SCU, tomadas al término de labor de parto en
pacientes que no presentan algun proceso infeccioso, las cudles muy probablemente provienen de los
tejidos placentarios y se infiltran en la circulacion umbilico/fetal (Chan et al, 2013).

Por su parte se ha demostrado que las MSCs de CU son diferentes a las de MO en el perfil de
expresién de citocinas (Weiss et al, 2006) y se encontré que las MSCs de CU secretan niveles
significativamente mayores de IL-1a, IL-6 e IL-8 comparadas con las MSCs de MO que producen mas
VEGF y SDF1B (Friedman et al, 2007). Con estos antecedentes aunados a nuestros resultados, podemos
decir que las MSCs de tejidos neonatales provienen de microambientes proinflamatorios, los cuales
confieren a estas células la capacidad de secretar citocinas inflamatorias, contribuyendo a dicho
microambiente, esta cualidad les confiere la capacidad de influir en la decisién y destino final de las HPCs
hacia linajes linfoides especificos. Por ultimo, aunque las MSCs de GW fueron las Unicas que aun sin tener
citocinas generaron células NKs CD56'°% CD16- e IKDCs CD56'°% CD11c'°%, es necesario incrementar el

numero de muestras de GW a evaluar, para determinar ello de manera fehaciente.

Diferenciacion de células linfoides B

Dentro de la ontogenia del sistema inmune, las células de la respuesta inmune adaptativa son
las ultimas en diferenciarse, hay citocinas como IL-7, SCF, FLT-3L y CXCL12 que son secretadas por los
nichos linfoides dentro de la MO (Pelayo et al, 2019) y que son importantes tanto para la diferenciacion
de linaje NK como de linaje B. En este estudio evitamos favorecer la formaciéon del linaje NK sobre el
linfoide B, utilizando un sistema de cultivo diferente en ausencia de IL-15 y con duracidén de 5 semanas
para favorecer la diferenciacion de linfocitos B (sistema 2). Con este sistema de cultivo, nicamente las
MSCs de PL+C2 y las MSCs de SCU+C2 fueron capaces de generar altos rendimientos para la poblacidn
de linfocitos B en estadios de preB/iB-Mb , una poblaciéon que se caracteriza por la pérdida de CD34, pero

gue mantiene la expresién del marcador CD19, y que fue expandida en presencia de MSCs de SCU+C2 .
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No obstante, aunque las MSCs de GW+C2 también fueron capaces de generar esta poblacién, sus
rendimientos fueron muy bajos, mientras que las MSCs de MO+C2 en presencia de citocinas no las
generaron, pero parecen mantener a las células hematopoyéticas en estadios mas tempranos de
diferenciacidn linfoide B, logrando expandir progenitores de linfocitos B (ProB) aunque debido a que esto
no se observé en todos los experimentos y los resultados fueron muy heterogenéos no podriamos
cocncluir si las MSCs de MO bajo nuestras condiciones de cultivo son una una buena fuente para
mantener la linfopoyesis B, por otro lado aunque las MSCs de SCU+C2 generaron principalmente
subpoblaciones linfoides B en estadios mas tardios de maduracion también seguia manteniendo una baja
proporcién de células con fenotipos mas inmaduros CD34+CD19+ (pro B), y una minima generacion de
poblaciones ain mas primitivas con fenotipo CD45+ CD34+ CD19-, aunque ésta poblacién primitiva se
detectd en algunos experimentos con MSCs de SCU sin C2, estos resultados indican que las MSCs de SCU
tienen la capacidad de favorecer la maduracién de linfocitos B, pero también son capaces de mantener
fenotipos hematopoyéticos inmaduros.

Con respecto al comportamiento retardado o negativo en la maduracion de linfocitos B por parte
de las MSCs de MO observada bajo éste sistema de cultivo al solo generan células en estadio proB, podria
estar relacionado con dos factores que ya han sido reportados con MSCs de MO, uno es la presencia de
IL-7 & a la presencia de componentes de la familia del TGFB como la activina A , ambos reguladores
negativos en el desarrollo de linfocitos B ya que disminuyen la produccion de células CD10*y CD19* (Ichii
M. et al, 2008), en este mismo trabajo también se reporta la presencia el TGFB1 y activina A en el
sobrenadante de cocultivos para diferenciacién linfoide B a partir de células HPCs CD34+ en presencia
de MSCs de MO. El hecho de que las MSCs de GW tampoco pudieran generar subpoblaciones de
linfocitos B podria estar relacionado también con la presencia de TGF-B, ya que se ha reportado que las
MSCs de GW secretan altas cantidades de TGFB en comparacién con las MSCs de MO (Kim et al, 2013).

Por otra parte, la importancia y la participacion de IL-7 en la diferenciacion de linfocitos B es
controversial (Ichii M. et al, 2014), y aunque se ha visto que es una citocina importante para el desarrollo
temprano de la linfopoyesis B en humanos, no pareciera ser esencial en estadios tardios de maduracidn
ya que se ha observado que hay una disminucion significativa de células B de estadios tardios de
maduracién comolos son las células B IgM+ cuando hay presencia de SCF, FLT3-L e IL-7 (coctel de
citocinas utilizadas en ste sistema de cultivo), en comparacién a cuando solo se afiade SCFy FLT3-L en
cocultivos con MSCs de MO, incluso se observd que en los cultivos con MSCs de MO vy el coctel de
citocinas que contienia IL-7 la transicidn a células B inmaduras IgM* ocurre hasta la sexta semana (Ichii
M. et al, 2007). Aunque con MSCs de GW no se ha reportado capacidad de soporte linfopoyético de
células B, seria importante evaluar su capacidad de soporte linfopoyético de células B sin la presencia de

IL-7 para saber si ésta citocina pudiera ser la causa de su efecto negativo. Con todos estos resultados
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podemos concluir que las las MSCs de SCU+C2 y de PL+C2, no se ven afectadas por la presencia de IL-7
en nuestro sistema de cultivo, como fue observado con MSCs de MO+C2, y posiblemente con las MSCs
de GW+C2, por lo tanto, el coctel de citocinas como la fuente de MSCs es importante para la

diferenciaciacion linfoide B.
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XI CONCLUSIONES:

Siendo éste el primer trabajo en reportar la capacidad de soporte linfopoyético de las MSCs de
fuentes neonatales de PL SCU y GW en comparacién con las MSCs de MO de tejido adulto, pudimos
comprobar que bajo nuestro sistema 1 de cocultivo las MSCs de fuentes neonatales fueron las Unicas en
expandir a las IKDCs, mientras que en el caso de las NKs las MSCs de PL y SCU en presencia de citocinas
generaron a las NK CD56low CD16+, se ha reportado que ambas poblaciones presentan propiedades
citotdxicas y antitumorales, ademas las MSCs de PL y las MSCs de SCU en presencia de citocinas
generaron monocitos no clasicos CD16+ reportada con funcién presentadora de antigeno, fagocitica e
inflamatoria, por otro lado también bajo el sistema 2 de cultivo las MSCs de PL y las MSCs de SCU en
presencia de citocinas lograron soportar la diferenciacién hacia células B en estaios de maduracién
tardios con fenotipon CD45+CD34+CD19+. Con todos estos resultados podemos concluir que las MSCs
de fuentes neonatales especialmente las MSCs de PL Y SCU soportan la linfopoyesis y por lo tanto las
proponemos como una fuente alternativa a las MSCs de MO ya que pueden generar y expandir células
de linaje linfoide y mieloide con caracteristicas importantes que pudieran ser beneficiosas para el
paciente trasplantado, como un respuesta injerto contra tumor en el caso de pacientes con leucemias,
ademas podrian promover una rdpida recuperacion y activacién del sitema inmunologico para para

controlar infecciones por virus y bacterias, confiriéndoles también un posible uso en inmunoterapia.
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XIl PERSPECTIVAS

Para comprobar que las subpoblaciones de NKs, IKDCs y de monocitos no clasicos CD16+ se
expanden por efecto de un microambiente proinflamatorio por efecto de las MSCs, seria necesario medir
presencia de citocinas proinflamatorias en los sobrenadantes de los cocultivos bajo todas las condiciones
de cultivo con MSCs.

-Evaluar la diferenciaciéon de linfocitos B sin afiadir IL-7 al coctel de citocinas del sistema 2, y medir la
presencia de TGFB y activina A en los sobrenadantes de los cocultivos con MSCs de GW y MSCs de MO
para poder comprobar el efecto negativo que pudieran estar provocando en los cocultivos con estas
fuentes de MSCs.

-Seria interesante evaluar la diferenciacion linfoide bajo una condicién sin contacto en ambos sistemas,
de esta manera se podria dilucidar si la diferenciacion hacia algun linaje linfoide requiere del contacto
célula-célula o sélo de un estimulo por citocinas y moléculas secretadas por las MSCs.

-Evaluar funcionalidad de las subpoblaciones de NKs, IKDCs y la poblaciénmonocitos CD16+ generados
en los cocultivos, ya que algunas de las subpoblaciones evaluadas en este trabajo son poblaciones
recientemente descritas en la literatura y cuya funcionalidad se encuentra en estudio, ademas algunos
trabajos se basan también en la funcionalidad para determinar madurez y ontogenia de las células.

-Finalmente evaluar la recuperacion y repoblacion del linaje mieloide y linfoide con las diferentes fuentes
de MSCs usadas en éste trabajo en un modelo in vivo en raton ya que si se seobserva el mismo
comportamiento con respecto a la linfopoyesis podriamos reforzar nuestra propuesta de usar a las
fuentes de MSCs neonatales como alternativa para su uso en el trasplante de células troncales
hematopoyéticas y su uso en inmunoterapia.
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