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Resumen

El envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo para la transformacion
oncogénica. En el sistema hematopoyético, el envejecimiento se relaciona con la
hematopoyesis clonal y el sesgo de diferenciaciébn hacia linaje mieloide. Existen
alteraciones intrinsecas a las células troncales hematopoyéticas (HSC por sus siglas en
inglés, hematopoietic stem cells) que se asocian con el envejecimiento, incluyendo;
cambios en su polaridad, autofagia, actividad mitocondrial y alteraciones epigenéticas.
Factores extrinsecos a las HSC como un incremento en el contenido adiposo de la médula
Osea y alteraciones en su microambiente también se han reportado. Sin embargo, algunos
hallazgos son contradictorios o se basan Unicamente en modelos murinos, y hasta el
momento no se conoce claramente si el envejecimiento tiene un impacto en la arquitectura
espacial de la médula 6sea. En este estudio, comparamos sisteméticamente la frecuencia
y relacion espacial entre las poblaciones celulares que conforman los dos compartimentos
del microambiente de la médula 6sea: el compartimento hematopoyético, incluyendo
células troncales/progenitoras hematopoyéticas CD34+ (HSPC CD34+), células mieloides
en maduracion, linfocitos, megacariocitos y progenitores eritroides tempranos; y el
compartimento estromal constituido por las células mesenquimales estromales (MSC),
adipocitos, macréfagos, arterias, capilares y osteoblastos en la médula ésea de individuos
hematoldgicamente sanos desde 50 a 92 afios de edad. Encontramos, que el
envejecimiento incrementa la densidad de adipocitos, de células mieloides y de células
progenitoras y troncales CD34+ (HSPC). El uso de imagenologia por citometria de masas
(IMC) confirm6 el mantenimiento del contacto entre las HSPC y las MSC y un incremento
en el contacto con adipocitos en individuos mayores. Ademas, encontramos que con el
envejecimiento, la densidad de células mieloides incrementa en las areas hematopoyéticas
gue rodean a los adipocitos. Con respecto a las demas poblaciones hematopoyéticas y
estromales, no encontramos diferencias en su frecuencia y en su asociacion en los dos
grupos de estudio. Sin embargo, encontramos que las poblaciones hematopoyéticas se
encuentran adyacentes a las MSC o a los adipocitos, y en ocasiones a ambas poblaciones,
en ambos grupos estudiados, sugiriendo que ambas poblaciones estromales tienen un
papel muy importante en la regulacion de la hematopoyesis. En este estudio, describimos
gue las HSPC en adultos y adultos mayores se localizan en una zona perivascular,
adyacentes a MSC, adipocitos y células mieloides. El envejecimiento, incrementa ésta

interaccion entre adipocitos, HSPC y células mieloides. Proponemos que el incremento en
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la adyacencia de las HSPC CD34+ hacia los adipocitos en el microambiente de la médula
Osea puede influir en el sesgo hacia linaje mieloide de las HSPC envejecidas, contribuyendo
al riesgo de desarrollo de transformacion mieloide asociada al envejecimiento. Por lo cual,
concluimos que cambios en la arquitectura espacial de la médula ésea contribuyen a los

cambios asociados al envejecimiento de las HSC.

Abstract

Age-related clonal hematopoiesis is a major risk factor for myeloid malignancy and myeloid
skewing is a hallmark of aging. Meanwhile, changes in hematopoietic stem cell (HSC)
polarity, autophagy, mitochondrial activity and epigenetic remodeling have been associated
to HSC aging, there have been few studies of how the spatial architecture of human bone
marrow (BM) changes with aging. In this study, we systematically compared the frequency
and spatial relationship between cell populations which comprise the two compartments
constituting the bone marrow microenvironment: the hematopoietic compartment, including
CD34+ hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs), maturing myeloid cells, lymphocytes,
megakaryocytes, early erythroid progenitors; and the stromal compartment, composed by
BMSCs, adipocytes, macrophages, arteries and capillaries and osteoblasts within the BM
of individuals from 50-92 years old. BM adiposity increased with age which correlated with
increased density of maturing myeloid cells and CD34+HSPCs and an increased proportion
of CD34+HSPCs adjacent to adipocytes. By contrast, MSC density and distance of HSPCs
from vessels remained stable. Imaging mass cytometry confirmed maintenance of contact
between HSPCs and MSCs and increased contact with adipocytes in aged individuals.
Interestingly, we found that upon aging, maturing myeloid cell density increases in
hematopoietic areas surrounding adipocytes. Regarding other hematopoietic and stromal
cell populations, no differences in their frequency or association was observed in both age
groups. However, we found that other hematopoietic cell populations are adjacent to MSCs
or adipocytes in both age groups, and in some cases to both populations, suggesting both
populations play important roles in hematopoietic regulation. We propose that increased
adjacency to adipocytes in the BM microenvironment may influence myeloid skewing of
aging HSPCs. We conclude that changes in BM spatial architecture contributes to HSC

aging-related changes.
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Introduccioén

Hematopoyesis

La hematopoyesis es el proceso mediante el cual se producen todas las células que
constituyen el tejido sanguineo. La hematopoyesis es responsable de la generacion de méas
de 10 tipos celulares diferentes y de mas de 300 billones de células al dia. Las células
producidas cumplen funciones cruciales para el organismo, tales como formar parte del
sistema inmunoldgico y transportar el oxigeno a todas las partes de cuerpo. La
hematopoyesis es un proceso jerarquico, el cual tiene como base a las células troncales
hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés, Hematopoietic Stem Cells), células con la
capacidad de diferenciarse en todos los linajes hematopoyéticos y con la capacidad de
autorenovarse. Las HSC se diferencian en progenitores multipotentes, y éstos a su vez en
progenitores comprometidos a linajes especificos y posteriormente, estos se diferencian en

células maduras!-S.

Modelos de hematopoyesis

La hematopoyesis es un proceso que involucra una red de progenitores jerarquicamente
distintos que son producidos por los procesos de diferenciacion de las HSC. El modelo
clasico de hematopoyesis, postula que el primer destino celular a partir de las HSC, es la
divergencia de los linajes mieloides y linfoides, dando lugar al progenitor comin mieloide
(CMP, por sus siglas en inglés, Common Myeloid Progenitor) y al progenitor comun linfoide
(CLP, por sus siglas en inglés, Common Lymphoid Progenitor)*°. Posteriormente el CMP,
tiene capacidad para diferenciarse en el progenitor megacariocitico-eritroide (MEP, por sus
siglas en inglés, Megakaryocyte-Erythroid Progenitor) y al progenitor granulomonocitico
(GMP, por sus siglas en inglés, Granulocyte-Monocyte Progenitor). A su vez, el MEP dara
lugar a las células eritroides y a los megacariocitos, mientras que el GMP producira

granulocitos (basdfilos, neutrdfilos y eosindfilos) y monocitos (monocitos-macréfagos).

Recientemente, el modelo clasico de hematopoyesis fue modificado, debido a
observaciones realizadas por el grupo del Dr. John Dick, en el cual reportan que el
progenitor megacariocitico diverge temprano en la diferenciacion hematopoyética,
produciéndose directamente a partir de la HSC. Ademds, reportan que tanto el linaje
eritroide, mieloide y linfoide, se diferencian a partir de un progenitor multipotente comuan
(MPP), el cual tiene la capacidad de dar lugar a progenitores unipotentes: mieloides,

eritroides y linfoides (Fig. 1)°. En la tabla 1, se especifican los marcadores que hasta el
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momento se han utilizado para estudiar a las poblaciones de progenitores hematopoyéticos
2

@

Progenitor
. multipotente
Progenitor de
megacariocitos

0

Progenitor Progenitor Progenitor
eritroide mieloide linfoide

Figura 1. Modelo de hematopoyesis humana actual. HSC: Células Troncales Hematopoyéticas.

Células troncales hematopoyéticas (HSC)

Las HSC fueron identificadas por primera vez gracias a los estudios realizados por Till &
McCulloch en 1961, en los cuales exploraron como la radiacion ionizante afectaba a las
células de los mamiferos. Sus experimentos consistieron en trasplantar células
hematopoyéticas de médula dsea, a ratones previamente irradiados con dosis letales. Las
células hematopoyéticas de medula 6sea fueron capaces de reconstituir la médula ésea y
ademas de formar nédulos en el bazo*2. Posteriormente, al realizar el trasplante de células
hematopoyéticas marcadas con rompimiento de cromosomas, observaron que los nédulos
formados en el bazo, contenian colonias de células mieloides, eritroides y linfoides que
compartian los mismos rompimientos cromosémicos, por lo que provenian de una misma
clona. Los investigadores dedujeron que existian células muy inmaduras capaces de
formar colonias de los tres linajes y de reconstituir la médula dsea, las cuales denominaron
como HSC?®. Estos estudios utilizaron ensayos clonogénicos que permitian evaluar la
capacidad funcional de las células para dar lugar a los mdltiples linajes hematopoyéticos.
Posteriormente, con el uso de marcadores celulares se logré aislar por primera vez a las
HSC en ratén, la cual era una poblacién que presentaba baja expresion de la proteina de
superficie Thy-1(CD90)3.

El estudio de la identificacion y aislamiento de las HSC ha tenido como principal
problema, la pureza de la poblacién obtenida, ya que aunque se descubrieron diversos

marcadores de superficie para las HSC en ratén (Thy-1,,Sca-1*c-kit*Linaje™ o Sca-1*c-kit*
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Linaje"CD34"), esas poblaciones solo contenian un 20% de células con capacidad de
repoblacion a largo plazo®2. Por lo cual, a partir de entonces se ha trabajado en buscar
marcadores con los cuales se pueda asilar a una poblacion de HSC mas pura. Utilizando
perfiles de expresion genética de poblaciones purificadas de HSC y de MPP, el grupo del
Dr. Morrison, identific6 marcadores de superficie que estaban expresados de manera
diferencial en el compartimento de células troncales y progenitoras. Identificaron a las
proteinas de la familia SLAM como candidatos principales para distinguir a las HSC de
progenitores. Las HSC expresaban CD150 y carecian de la expresion de CD244 y CD48,
mientras que el inmunofenotipo de las MPP era CD244*CD150°CD48" y los progenitores
comprometidos expresaban solo los antigenos CD244 y CD48°. Este fue el primer estudio
que pudo aislar a una poblacién méas pura de HSC utilizando solo tres marcadores de
superficie para su identificacion. Estudios mas recientes han agregado a estos marcadores,

la expresion de a-catulina para obtener una poblacion mas pura de HSC,

Tabla 1. Marcadores de superficie utilizados para la identificacion de progenitores hematopoyéticos.

POBLACION FENOTIPO LINAJES CELULARES
CELULAR

MPP CD34*CD38 Thyl CD45RAFIt3*CD7-CD10 Todos los linajes
MLP7- CD34*CD38 Thy1"¢¢°CD45RAFIt3*CD7-CD10* B,T,NK, MDC

MLP7+ CD34*CD38 Thy1"¢'°CD45RAFIt3*CD7+*CD10* B,T,NK, MDC

CMP CD34*CD38*Thyl CD45RAFIt3*CD7-CD10 EMK, G, MDC

GMP CD34*CD38*Thyl CD45RA*FIt3*CD7-CD10" G, MDC

MEP CD34*CD38*Thyl1 CD45RA*FIt3*CD7-CD10 EMK

B-NK CD34*CD38*Thyl1 CD45RA*FIt3*CD7-CD10* B o NK

Tabla modificada de Doulatov et al. 2010 Nature. MPP: progenitores multipotenciales. MLP7/7+: progenitor
multilinfoide con o sin expresion de CD7. CMP: Progenitor mieloide comin. GMP: Progenitor de granulocitos y
monaocitos. MEP: Progenitor eritroide-megacariocitico. B-NK: Progenitor de B o células NK. MDC: Monaocitos y
células dendriticas. EMK: Eritroides y megacariocitos.

En humano, la primer poblacién identificada con la capacidad de responder a
citocinas hematopoyéticas y diferenciarse in vitro a los diferentes linajes hematopoyéticos,
fue la poblacién positiva para la glicoproteina CD34112, Sin embargo, se demostré que la
poblacion CD34+ estaba enriquecida en progenitores hematopoyéticos, por lo que
utilizando marcadores reportados previamente en ratén como Thy1 (CD90), en combinacion
con CD34, Baum y colaboradores pudieron identificar una poblacién de células
CD34*CD90*. Esta poblacion contenia progenitores pluripotentes capaces de generar

colonias en sistemas de cultivo mieloide-eritroide, linfoide de tipo By T, ademas, tenian la
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capacidad de formar cultivos a largo plazo*®. Estudios in vivo, utilizando un modelo de ratén
inmunodeficiente NOD/SCID, el cual tiene como caracteristica la ausencia de diferenciacion
linfoide de tipo T y B, han reportado que la poblacion de HSC reside dentro de la poblacion
CD34*CD38Linaje". Dicha poblaciéon contenia células capaces de reconstituir a largo plazo
la hematopoyesis humana en ratones, ademas de ser capaz de llevar a cabo trasplantes
secundarios y terciarios!*. Sin embargo, la poblacion CD34*CD38 Linaje” era heterogénea
en su composicion de HSC y progenitores. Realizando una combinacion de los marcadores
previamente reportados y utilizando un modelo de xenotransplante y complementando con
estudios in vitro, Majeti y colaboradores demostraron que, en cordén umbilical, la poblacion
CD34*CD90*CD45RACD38 Linaje” contenia a las HSC humanas y que sus caracteristicas
troncales podian observarse hasta con una dilucién de sélo 10 células®. En 2011, Notta y
colaboradores, agregaron a la integrina CD49f como un marcador capaz de identificar a la
poblacion de HSC, encontrando que una célula CD49f* era altamente eficiente en la
generaciéon de injertos multilinaje a largo plazo, y que las células CD49f- pertenecian a
progenitores multipotentes con capacidad de injerto (MPPs)!®. Hasta el momento, la
poblacion CD34*CD90*CD49f*CD45RACD38Linaje” es la que identifica de mejor manera
la poblacién de HSC en humanos.

Microambiente Hematopoyético

La hematopoyesis se lleva a cabo en la médula 6sea, tejido donde residen las HSC dentro
de un complejo y dinAmico microambiente, donde mudltiples tipos celulares y factores
moleculares se encargan de regular la hematopoyesis!®. Al conjunto de poblaciones
celulares y factores que se encargan de la regulacién y mantenimiento de la hematopoyesis
se les conoce como microambiente hematopoyético. Todas las células hematopoyéticas,
desde las HSC hasta las maduras que salen a circulacién, se encuentran dentro del
microambiente hematopoyético. Sin embargo, Schofield postul6é que las HSC se localizan
en un sitio especifico dentro de éste microambiente, asociadas fuertemente a otros tipos
celulares que regulan su fisiologia y las protegen de sefiales de inducciéon (maduracién o
proliferacion)’. Schofield nombré a éste sitio acufiando el término de nicho, lugar en el que

son reguladas especificamente las funciones de las HSC.

El microambiente hematopoyético esta formado por factores troficos y por diversos
tipos celulares, entre los que se encuentran osteoblastos (OBs), células endoteliales (ECs),

células mesenquimales estromales (MSC), macréfagos y adipocitos. En la tabla 2, se
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resumen los factores producidos por las poblaciones presentes en médula 6sea y su

implicacion en la hematopoyesis.

Factores troficos

Uno de los primeros factores que se descubrié con potencial para regular a las HSC fue el
factor de células troncales (SCF, por sus siglas en inglés, Stem Cell Factor). Esto se debio
a la observacion de que ratones homocigotos para mutaciones en el gen de c-Kit (lo cuales
producen una proteina no funcional), morian perinatalmente de anemia severa'®. Esto llevo
a la conclusién de que este receptor junto con su ligando SCF eran indispensables para la
hematopoyesis. En un estudio posterior, en donde se bloqued la funcion de c-Kit utilizando
un anticuerpo monoclonal, encontraron que todos los progenitores hematopoyéticos
desaparecieron de médula 6sea, y por consiguiente, no habia maduracion hacia linaje

mieloide ni eritroide’®.

El factor derivado del estroma 1 (CXCL-12 o SDF1, por sus siglas en inglés, Stroma-
derived Factor 1) y su receptor el C-X-C receptor de quimiocinas tipo 4 (CXCR4) constituyen
un eje conocido como el principal regulador de la localizacion de las HSC en médula 6sea.
Sugiyama y colaboradores eliminaron la expresion del receptor CXCR4 y reportaron una
reduccién severa en el nimero de HSC en médula 6sea®. Por otra parte, se describi6é que
el eje CXCL12-CXCR4, era indispensable para el reclutamiento y mantenimiento (homing)
de las HSC en médula 6sea, ya que al disminuir los niveles de CXCL12 mediada por el
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF, por sus siglas en inglés, granulocyte
colony stimulating factor), las HSC se movilizaban a sangre periférica?t. Ademas del eje
CXCL12-CXCR4, angiopoyetina 1 (ANG1) a través de su receptor Tie2, regula la
quiescencia de las HSC y su capacidad de repoblacion a largo plazo??. A su vez,

trombopoyetina también regula la quiescencia de las HSC 224,

Las proteinas de la via WNT regulan las funciones de las HSC. Reya y
colaboradores demostraron que el ligando WNT3A, activa la via candénica de WNT en las
HSC y promueve su expansion y autorenovacion in vitro®. Sin embargo, una activacion
constitutiva de esta via lleva eventualmente a la pérdida de la poblacién de HSC?. Por otro
lado, la activacion de la via no candénica de WNT, mediada por el ligando WNT5A, inhibe la
actividad de la via canénica, promueve la capacidad multilinaje de las HSC e incrementa su
capacidad de repoblaciéon de corto y largo plazo, manteniendo a las HSC en un estado

quiescente?’.
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Tabla 2. Poblaciones residentes en médula 6sea y las proteinas que producen con implicacién en la

hematopoyesis.

Poblaciones de  Proteinas Implicacién Referencias
Médula Osea expresadas hematopoyética
Osteoblastos Jaggedl Incremento en las HSC Calvi et al. 2013

Angiopoyetina

Mantenimiento de las
HSC

Arai et al. 2004

Osteopontina

Regulacion negativa
del tamafio de la
poblacion de HSC

Nilsson et al. 2005;
Stier et al. 2005.

CXCL12

Mantenimiento de
progenitores linfoides

Ding et al. 2013.

Células
Endoteliales

Ligandos de Notch

Proliferacion y
sobrevivencia de las
HSC

Butler et al. 2010

SCFy CXCL12 Mantenimiento de las Ding et al. 2012; Ding
HSC etal. 2013
Megacariocitos  Trombopoyetina Quiescencia y Nakamura-Ishizu et
mantenimiento de las  al- 2014
HSC
CXCL4 Regulacion del ciclo Bruns et al. 2014

celular de las HSC

MSC G-CSF, SCF, LIF, Soporte Haynesworth et al.
M-CSF, IL-11y IL-  hematopoyético in vitro 1996
6
CXCL12, SCF, Mantenimiento en Méndez-Ferrer et al.
Angly IL-7. medula 0sea, 2010; Sugiyama et al.
sobrevivencia y 2012; Ding et al.
diferenciacion de las 2012; Ding et al 2013
HSC
Adipocitos SCF Mantenimiento de las Zhou et. al 2017
HSC y regeneracion de
la médula 6sea
después de la
irradiacion
IL-3 Diferenciacion mieloide Mattiucci et al 2018
Adiponectina Regeneracion Cuminetti et al. 2019;

hematopoyética y
diferenciacion mieloide

Masamoto et al. 2017

Ang2 y IGF1 Mantenimiento de las Mattiucci et al 2018
HSC
Leptina Diferenciacion mieloide Cuminetti et al. 2019

La via de sefalizacion de Notch también ha sido bastante estudiada con respecto a

su papel en la regulacion de las HSC. Los primeros estudios reportaron que realizando un

cocultivo de células precursoras en un capa de células que expresaban el ligando de Notch,

Jaggedl, encontraron un incremento de 2 a 3 veces en el nUmero de precursores,
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concluyendo que la via de Notch promovia la expansion de las HSC?. Posteriormente, se
reportd su expresion en células del microambiente hematopoyético que participan

activamente en la regulacion de las HSC?%31,

= Osteoblastos (OBs)

Los osteoblastos son células de origen mesodermal, los cuales se encargan principalmente
de la produccion de proteinas de matriz extracelular que forman el hueso®. Los
osteoblastos pertenecen a la zona endosteal y trabecular de la médula 6sea. La zona
endosteal es la superficie interna del hueso, en la interface entre el hueso y la médula 6sea.
Esta superficie esta cubierta por una capa protectora de células que delimitan al hueso, las
cuales, son un conjunto de células heterogéneas en su grado de diferenciacion, y solo una
pequefia proporcion de estas son osteoblastos®. La zona trabecular se refiere al hueso que
se localiza dentro de la zona hematopoyética, formado una red ésea, conocido como hueso
esponjoso. Los osteoblastos y los osteoclastos se encuentran en un equilibrio bajo
condiciones normales, pero pueden incrementar o disminuir en frecuencia dependiendo si

el hueso esta siendo formado o remodelado®34,

Los primeros reportes acerca del papel que los osteoblastos juegan en la regulaciéon
de las HSC, vino de dos grupos que, utilizando diferentes estrategias metodoldgicas,
simultaneamente reportaron que los OBs eran el nicho de las HSC. El grupo del Dr.
Scadden, utilizé un modelo de ratén genéticamente modificado para tener constitutivamente
activo el eje de la hormona paratiroidea en los osteoblastos, lo cual a su vez mantiene a los
OB constitutivamente activados. Lo que encontraron fue que este eje aumenta el nUmero
de OBs y estos a su vez, producen mayores niveles del ligando de Notch, Jagged1l, el cual
soporta e incrementa el nimero de HSC?°. Por su parte, el grupo del Dr. Li, utilizé un modelo
de ratdn con inactivacion condicional de la via de sefializacion de la proteina morfogénica
de hueso (BMP). Encontraron que al inactivar esta via, habia un incremento en el nimero
de osteoblastos N-caderina® y las HSC se incrementaban considerablemente, incluso
demostraron que las HSC hacian contacto directo con los OBs*. Es importante resaltar,
gue un problema con los estudios anteriores fue que estos modelos no afectaban
exclusivamente a los osteoblastos, sino también a las MSC en diferentes estadios de
diferenciacién hacia osteoblastos. Asimismo, se ha demostrado que los osteoblastos
producen factores que regulan el mantenimiento de las HSC en médula 6sea, incluyendo
factores positivos tales como angiopoyetina?? y reguladores negativos como

osteopontina®?’,
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Estudios en los cuales fueron eliminados selectivamente factores fundamentales
para la regulacion de las HSC, tales como SCF y CXCL12, de poblaciones especificas de
la médula 6sea, demostraron que los osteoblastos no participan directamente en la
regulacion de las HSC. Al eliminar condicionalmente la expresién de SCF de la poblacion
de osteoblastos, el grupo del Dr. Morrison reportd que los ratones presentaban
hematopoyesis normal, con conteos sanguineos normales, celularidad y linajes normales
en médula 6sea y en el bazo. Ademés, las HSC obtenidas de estos ratones presentaban
capacidades normales de repoblacién, concluyendo que el SCF producido por los OB no
era indispensable para las HSC®®. En un estudio posterior, el grupo del Dr. Morrison, eliminé
condicionalmente la expresion de CXCL12 de los OBs y lo que encontraron fue, que
nuevamente la poblacion de HSC no presentaba cambios. Sin embargo, la poblacién de
progenitores linfoides tempranos desaparecia, indicando que los OBs tienen un papel
fundamental en el mantenimiento de los progenitores linfoides®. Hallazgo que confirmé lo
antes reportado por Emerson y colaboradores, quienes reportaron el papel indispensable
de los OBs en la diferenciacion linfoide, desde HSC comprometidas a linaje linfoide,

progenitores de tipo B hasta células B maduras®.

= Células endoteliales (ECs)

Las células endoteliales son células aplanadas de origen mesodérmico, que forman parte
de una de las capas celulares que forman a los vasos sanguineos. Las células vasculares
endoteliales forman una red que participa en la regulacion de la homeostasis y el
metabolismo, llevando oxigeno, nutrientes y otros componentes a los distintos 6rganos.
Esta red tan diversa sirve como una carretera celular que permite el transito de células
sanguineas y otros tipos celulares a través de todo el cuerpo*. Ademas, las ECs llevan a
cabo un rol muy importante como reguladores de la homeostasis y regeneracion de los
organos, a través de la interaccién directa con células troncales y progenitoras locales y la
secrecion de factores angiogénicos*?. En médula ésea, las ECs forman una barrera
mecanica que previene la entrada de eritrocitos maduros y plaquetas desde la circulacion,
ademas de regular el trafico celular, la hematopoyesis y la osteogénesis*.

Los primeros reportes acerca de la participacion de las ECs en la regulacién de la
hematopoyesis, provinieron de estudios de hematopoyesis extramedular en higado de
raton, en los cuales se report6 que dicha hematopoyesis se llevaba a cabo en contacto con
ECs sinusoidales. Ademas estas células eran capaces de soportar in vitro la diferenciacion

y proliferacién de las células hematopoyéticas primitivas**. Después, aislando ECs de
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diferentes 6rganos no hematopoyéticos y cultivAndolas con poblaciones progenitoras
hematopoyéticas (Sca*c-Kit'Linaje’), Yoder y colaboradores demostraron que ECs
derivadas de corazdn y cerebro eran capaces de incrementar el nimero de progenitores.
Asimismo, ECs derivadas de corazén e higado eran capaces de mantener a los
progenitores en cultivos a largo plazo*®, demostrando que independientemente del lugar de
extraccion, las ECs eran capaces de soporte hematopoyético.

Con la identificacion de las HSC de raton, utilizando solo tres marcadores
(CD150*CD244:CDA48"), fue posible determinar que en médula 6sea las HSC se localizan
adyacentes a las ECs, especificamente de los sinusoides®. Raffi y colaboradores,
demostraron que en cocultivos de ECs con HSCs de raton (libres de suero y citocinas), el
contacto célula-célula incrementaba la expansion de las HSCs, las cuales mantenian su
capacidad de autorenovacién en ensayos de trasplantes seriales. Aunado a esto, reportaron
que la expresion de ligandos de Notch por parte de las ECs promovia la proliferacion de las
HSC y prevenia el agotamiento de la poblacion®?.

Evidencias que descartaron al nicho endosteal como nicho de las HSC, propusieron
en su lugar al nicho endotelial. Morrison y colaboradores, demostraron que al eliminar la
expresion de SCF de las ECs y las células perivasculares, la poblacién de HSCs se
eliminaba de la médula ésea, concluyendo que las HSCs se encontraban en un nicho
perivascular®. A su vez, la eliminaciéon de expresion de CXCL12 de las ECs también
eliminaba la poblacién de HSCs, concluyéndose que la produccién de SCF y CXCL12 por
parte de las ECs es indispensable para el mantenimiento de la poblacién de HSCs*.
Estudios posteriores arrojaron controversia acerca del tipo de vasos sanguineos en los que
se localizaban, el grupo del Dr. Morrison demostré que la localizacion de las HSC era
especificamente cerca de los sinusoides!®, mientras que el grupo del Dr. Lapidot las localiz6
cerca de las arterias*!. Estudios en humano, también han posicionado a las HSPCs CD34*

en un nicho perivascular, cerca de los sinusoides?*4’.

= Células hematopoyéticas maduras

En la médula 6sea interactian diferentes tipos de poblaciones celulares, tanto
estromales como hematopoyeéticas, las cuales mantienen un equilibrio para que se lleven a
cabo procesos tanto del sistema hematopoyético como del esquelético. Por lo cual, la
existencia de retroalimentacion en el proceso de hematopoyesis, no se descarta. Como se
menciond anteriormente, la hematopoyesis inicia con las HSC, los cuales dan origen a los

progenitores y éstos a células maduras que llevan a cabo una funcion efectora especifica.
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Existen células maduras hematopoyéticas que llevan a cabo su funcion en médula ésea,
tales como los megacariocitos, macréfagos y células linfoides B. Existen reportes de la
participacion de los megacariocitos y macrofagos en la regulacion de la hematopoyesis. En
un estudio realizado por el grupo del Dr. Suda, reportaron la produccién de trombopoyetina
por parte de los megacariocitos y como esta era indispensable para el mantenimiento y
quiescencia de las HSC*. Ademas, se demostré que las HSC se encontraban en contacto
con los megacariocitos y que son capaces de regular el estado de ciclo celular en el que se
encuentran las HSC gracias a la expresion de CXCL4*°. Con respecto a los macréfagos, la
participacion de estos en la eritropoyesis fue sugerida hace muchas décadas, cuando
fueron descritas las islas eritroblasticas en la médula 6sea, las cuales estdn compuestas
por un macro6fago rodeado de eritroblastos en desarrollo. El grupo del Dr. Frenette, describio
gue al depletar la poblacion de macréfagos CD169*, se redujo significativamente la
poblacion de eritroblastos en médula 6sea. Ademas, su deplecion no permitia la
recuperacion eritroide de la anemia hemolitica, la cual involucra perdida aguda de sangre y
de la mieloablacion, sugiriendo que los macréfagos son indispensables para el
mantenimiento de la eritropoyesis®. En estudios posteriores, se reporté que al depletar una
poblacion de macréfagos asociados a la zona endosteal (osteomacs), habia perdida de los
osteoblastos endosteales y movilizacién de las HSC a sangre periférica, concluyendo que

estos participan en el mantenimiento de las HSC en médula 6sea®?.

= Células mesenquimales estromales (MSC)

Las células mesenguimales estromales son células de forma fibroblastoide que se
distribuyen a lo largo de la médula 6sea, haciendo contacto con las demas poblaciones
celulares residentes. Las MSC fueron descritas por primera vez por Friedenstein en 1970,
como células adherentes, de forma alargada y capaces de formar colonias in vitro®2. Las
colonias de MSC fueron denominadas como unidades formadoras de colonia de
fibroblastos (CFU-F)*3. Posteriormente, fue descrito que las MSC derivadas de humano,
tenian la capacidad para diferenciarse en adipocitos, condrocitos y osteoblastos in vitro.
Asimismo, demostraron que la diferenciacion no se debia a una poblacién heterogénea de
progenitores, sino que las MSC eran células pluripotentes con la capacidad de

diferenciacion a los tres linajes®.

Aunado a su capacidad pluripotente, las MSC han sido propuestas como una
poblacion celular fundamental para el mantenimiento de las células hematopoyéticas. Afios

después de que Friedenstein describiera a las MSC, Dexter y colaboradores propusieron
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un sistema en el cual las MSC servian como andamiaje para las HSC y las mantenian en
cultivo por periodos largos de tiempo, describiendo asi la capacidad de soporte
hematopoyético de las MSC®. Utilizando analisis de expresion de citocinas, Haynesworth
y colaboradores, reportaron que las MSC producian in vitro G-CSF, SCF, factor inhibidor
de la leucemia (LIF, por sus siglas en inglés, Leukemia Inhibitory Factor), factor estimulador
de colonias de monocitos (M-CSF, por sus siglas en inglés, Monocyte Colony Stimulating
Factor), interleucina 11 (IL-11) e interleucina 6 (IL-6), citocinas fundamentales para el
soporte hematopoyético®®. En modelos in vivo, se ha descrito que las MSC producen
CXCL12y SCF, las cuales son fundamentales para el mantenimiento de las HSC en médula
Osea. Utilizando un ratén transgénico que expresa la proteina verde fluorescente (GFP, por
sus siglas en inglés, Green Fluorescent Protein) cuando la célula expresa nestina, se
describié que las MSC Nestina* estaban en contacto con las HSC en la médula ésea. Este
fue el primer reporte posicionando a las MSC como el nicho de las HSC, demostrando
ademas que las MSC Nestina* producian CXCL12, Ang-1, SCF e IL-7%. Ese mismo afio,
Nagasawa y colaboradores, publicaron un estudio en el cual al eliminar poblaciones
progenitoras de adipocitos y osteoblastos productoras de CXCL12 de la médula ésea, la
poblacion de HSPC disminuia considerablemente, poblacion a la que denominaron como
productoras de CXCL12%. Afios después, utilizando una técnica diferente para eliminar la
expresion de CXCL12 selectivamente de poblaciones especificas de la médula ésea, el
grupo del Dr. Morrison, determind que las HSC dependian esencialmente del CXCL12

producido por las MSC y las células endoteliales 8.

En humanos, se conoce muy poco acerca de la regulacion in vivo de las HSC por
parte de las MSC, ya que la mayoria de los reportes provienen de estudios in vitro. Sin
embargo, existen evidencias acerca de la asociacion espacial que existe entre las MSC y
HSC en la médula 6sea. En 2005, fue reportado que las MSC constituian nichos para los
progenitores linfoides. Mediante inmunohistoquimica y utilizando marcadores para las
diferentes etapas de diferenciacion linfoide de tipo B, el grupo de la Dra. Torlakovic reporto
que las MSC CD10* estaban en contacto con més de una célula en diferentes estadios de
diferenciacion del linaje B*. Por otra parte, un estudio posterior demostré contacto directo
entre HSPC CD34" y MSC en médula ésea humana, reportando que el 80% de las células
CD34" hacian contacto con MSC NGFR*®,

Debido al papel tan importante que desempefan las MSC en la regulaciéon de la

hematopoyesis y a sus capacidades de diferenciacion hacia linaje condrogénico,
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adipogénico y osteogénico, el estudio de éstas se ha enfocado en identificarlas y aislarlas
para su posible uso en terapia celular. Desde su descubrimiento se ha buscado encontrar

marcadores celulares especificos que permitan aislarlas.
Poblaciones de MSC identificadas en raton

Estudios en ratébn han identificado diferentes marcadores para las MSC. Utilizando
inmunohistoquimica, el grupo del Dr. Nagasawa identificO una poblacion de células
reticulares con alta expresion de CXCL12, las cuales hacian contacto directo con células c-
Kit'Sca-1*%. Por otra parte, el grupo del Dr. Frenette identificé a las MSC Nestina*, las
cuales eran las principales productoras de CXCL12 y SCF y se encontraban en contacto
directo con las HSC. Asimismo, describieron que esta poblacién era capaz de diferenciarse
in vitro a los tres linajes descritos para las MSC y de formar colonias in vitro®’. Sin embargo,
datos controversiales han sido publicados acerca de la existencia de esta poblaciéon de
MSC, ya que diferentes grupos han publicado que la poblacién Nestina* no tiene capacidad
para formar colonias in vitro y que no son las productoras principales de factores esenciales
para las HSC®%6, El grupo que descartd primero las capacidades de MSC de la poblacion
Nestina* fue el grupo del Dr. Morrison, el cual describid la existencia de una poblacion
positiva para el receptor de Leptina (Lepr), la cual era la principal fuente de hueso en la
médula 6sea de ratén adulto. Utilizando un ratén transgénico, en el cual la expresion de la
proteina Tomato dependia de la expresion de Lepr, demostraron que la poblacién Lepr*
tenia la habilidad de diferenciarse en adipocitos, osteoblastos y condrocitos in vitro. Ademas
esta poblacién producia factores esenciales para las HSC y a su vez, daba lugar a

adipocitos y osteoblastos in vivo durante el desarrollo y en respuesta a dafio®.

Recientemente, utilizando andlisis de secuenciacion de RNA de una sola célula, se
describié la heterogeneidad presente en las poblaciones estromales en médula 6sea de
raton, incluyendo la poblacién de MSC, tomando en cuenta sus patrones de expresion de
genes de diferenciacién y de soporte hematopoyético. De forma interesante, fue descrito
gue éstas cambian en situaciones de estrés y en un modelo de leucemia®®3. Tikhonova y
colaboradores describieron que dentro de la poblacion de MSC Lepr* se podian identificar
cuatro subtipos celulares, dividiéndose de acuerdo a sus patrones de expresion de genes
de diferenciacion hacia linaje osteogénico y adipogénico. De forma interesante, los
subconjuntos de MSC que expresaban genes de linaje adipogénico, eran los principales
productores de citocinas importantes para el soporte hematopoyético, tales como CXCL12,

SCF e IL-7. Incluso reportaron que estos subtipos eran favorecidos en condiciones de
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estrés®s. A su vez, el grupo del Dr. Scadden identificé 17 subtipos de poblaciones celulares
que conforman el estroma de la médula 6sea de raton, siendo conformado por MSC,
progenitores y precursores de los linajes osteogénico, adipogénico y condrogénico,
incluyendo también poblaciones de fibroblastos, pericitos y células endoteliales®?. Sin
embargo, describieron que la produccion de SCF y CXCL12 estd restringido a las
poblaciones de MSC Lepr+, una poblacién de osteoprogenitores tempranos y algunas
poblaciones de pericitos y células endoteliales. Ambos estudios confirman que Lepr
representa el marcador de MSC en ratén y que dicha poblacion se encuentra conformada

por subpoblaciones diferenciadas por patrones de expresion.
Poblaciones de MSC identificadas en humano

En humanos, el estudio de las MSC se ha enfocado principalmente para su uso en terapia,
debido a su capacidad de diferenciacion a cartilago, hueso y tejido adiposo. Muchos
esfuerzos se han realizado para el aislamiento de poblaciones de MSC tanto de médula
O0sea como de otros tejidos, por lo cual, se han publicado estudios con respecto al
inmunofenotipo de las MSC enfocandose en establecer parametros para la identificacion
de las MSC. Algunos de los marcadores reportados para las MSC, in vitro, son los
siguientes: CD105, CD106, CD146, CD140b, CD29, CD44, CD73, CD90, CD166, CD13,
CD10%-%6, Desde el afio 2006, un criterio minimo de identificacion fue establecido: la
poblacion debe ser positiva para los marcadores CD90, CD73 y CD105; negativa para los
marcadores hematopoyéticos y endoteliales CD45, CD14, CD31; y por ultimo, el mayor
requerimiento es que dicha poblacién tenga la capacidad de diferenciarse in vitro a

adipocitos, condrocitos y osteoblastos®’.

La primer poblacién de MSC identificada in vivo fue la positiva para el anticuerpo
monoclonal Stro-1, ya que marca células con morfologia fibroblastoide en médula 6seay a
elementos no hematopoyéticos en cultivos a largo plazo de médula ésea . Sin embargo,
el anticuerpo Stro-1 también identifica a células Glicoforina®, por lo cual no es un marcador

especifico de MSC.

Catoretti y colaboradores demostraron que utilizando anticuerpos contra el receptor
del factor de crecimiento neural (NGFR, por sus siglas en inglés, nerve growth factor
receptor) se identificaban células estromales en médula ésea humana. Ademas
describieron que las células estromales NGFR+ eran positivas a los marcadores estromales

vimentina y fosfatasa alcalina, mientras que eran negativos a marcadores endoteliales o
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hematopoyéticos, con lo cual concluyeron que NGFR era un marcador especifico de células
estromales®®. Posteriormente, Quirici y colaboradores, reportaron que la poblacion NGFR*
estaba enriquecida en precursores con capacidad clonogénica, evaluado mediante su
capacidad de formar colonias, las cuales eran capaces de diferenciarse en adipocitos,
condrocitos y osteoblastos in vitro, ademas de ser capaces de soporte hematopoyético™.
Asimismo, confirmaron que el anticuerpo NGFR no identificaba ningin componente de la
fraccion hematopoyética de células mononucleares de médula 6sea. Cabe destacar que el
marcador NGFR también ha sido utilizado para aislar poblaciones de MSC a partir de tejido
adiposo y placenta’™ 2, La poblacién NGFR* correlaciona fuertemente con la firma de
expresion génica de las MSC Lepr* de raton, esto evaluado mediante secuenciacion de
RNA de una sola célula®.

Otro marcador que se describié para identificar MSC in vivo, es la molécula de
adhesion de células de melanoma (CD146). La poblacién positiva a CD146 fue capaz de
recapitular el microambiente de la médula Osea al ser trasplantadas en un ratén
inmunodeficiente®°. Posteriormente, se demostré la capacidad de diferenciacion y soporte
hematopoyético de la poblacion CD146*, al producir factores tales como FIt3, SCF, IL-3,
GM-CSF, M-CSF, ANG1l y BMP-2%. Asimismo, fue reportada la presencia de
subpoblaciones positivas para CD146 y NGFR (NGFR*CD146" and NGFR*CD146"°""), las
cuales podian recapitular el microambiente de la médula 6sea in vivo, formaban colonias y
podian diferenciarse a los tres linajes. Sin embargo, la diferencia entre estas poblaciones
fue en su localizacion, mientras que la poblacion NGFR*CD146* se localizaba alrededor de
los vasos sanguineos, la poblacion NGFR*CD146""" se localizaba alrededor de vasos y a
lo largo de las trabéculas™.

En médula 6sea humana, solo los marcadores de MSC NGFR y CD146 han sido
identificados directamente en biopsias de médula 6sea humana?*® ", Es importante sefialar
gue la poblacion NGFR* fue reportada en contacto con >80% de las HSPC CD34* en
médula 6sea humana’™. Ademas de estos, la endopeptidasa CD10 también fue utilizada en
biopsias de médula ésea, identificando una poblacion de MSC en contacto con progenitores

de tipo linfoide®°.
= Adipocitos

Los adipocitos son una poblacién celular terminalmente diferenciada, caracterizada por la

presencia de una vesicula de lipidos citoplasmica grande que corresponde a
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aproximadamente el 90% de su volumen celular. Los adipocitos son una poblacién
heterogénea asociada principalmente al almacenamiento de energia y a su utilizacion,
ademas de ser productores de una gama amplia de moléculas endécrinas, de las cuales su
secrecion varia dependiendo del estado nutricional del organismo’®. Se ha descrito que los
adipocitos provienen de la diferenciacion de las MSC, especificamente en médula 6sea de
raton, se describié que la poblacion de MSC Lepr* da origen a los adipocitos en médula

6sea de raton adulto®, mientras que en humano se originan a partir de las MSC NGFR*%3,

Existen diferentes poblaciones de adipocitos, dependiendo del tejido donde se
encuentren y de las funciones que se les atribuyen siendo adipocitos blancos, marrones o
beige’’. Los adipocitos blancos son aquellos que se encuentran localizados en tejido
adiposo subcutaneo y en los depdésitos de tejido adiposo presentes en la zona visceral.
Tiene como funcién principal ser una reserva de lipidos y produccion de factores
endocrinos’®. Los adipocitos marrones son menos abundantes que los blancos, con
depdsitos distintivos de tejido adiposo marrén localizados dentro de la escapula en ratones
y en el cuello y region supraclavicular en humanos’®. Al contrario de los adipocitos blancos,
cuya funcién es almacenar y proveer lipidos como una fuente de energia para otros tejidos,
los adipocitos marrones se encargan de metabolizar activamente &cidos grasos para
generar calor®. Por dltimo, los adipocitos beige se encuentran en las zonas de tejido
adiposo blanco, representando una poblacién de adipocitos con funciones semejantes a las
del tejido adiposo marrén®82, Se ha descrito que el hueso contiene un cuarto tipo de tejido

adiposo, el tejido adiposo de médula’.

Los adipocitos constituyen el componente mayoritario de las células residentes en
médula 6sea, representando en adultos entre el 50-70% de su volumen®:. Después del
primer afio de vida en el humano, la médula 6sea denominada roja, la cual esta constituida
principalmente por células hematopoyéticas y osteogénicas, comienza a ser reemplazada
por la médula 6sea amarilla, constituida por adipocitos®®®, Fue en 1976 cuando se
identificaron dos diferentes poblaciones de adipocitos en médula 6sea, uno presente en la
médula “roja” y el otro como componente de la médula “amarilla”®. Posteriormente, Scheller
y colaboradores caracterizaron diferencias entre estas poblaciones de adipocitos y las
nombraron de acuerdo a su capacidad de adaptarse en respuesta a estimulos fisiol6gicos®’.
De acuerdo a sus resultados, el tejido adiposo amarillo mas estable, menos reactivo y que
aparece temprano en el desarrollo en ratones y humanos, el cual se localiza en las zonas

distales del esqueleto apendicular, es denominado tejido adiposo constitutivo de médula.
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Por otra parte, los adipocitos que se encuentran en la médula hematopoyética, localizados
en el esqueleto axial y proximal de los huesos apendiculares es considerado tejido adiposo
regulador de médula®’. El tejido adiposo regulador fue considerado durante mucho tiempo
como un relleno de espacio en sustitucion por tejido hematopoyético, basicamente en
respuesta a una disminucién en la demanda de eritrocitos®. Sin embargo, estudios
posteriores han demostrado que los adipocitos residentes en médula Osea realizan
funciones importantes en la regulacion del microambiente, tales como promover la
regeneracion hematopoyética después de la irradiacion, producir factores de soporte

hematopoyético tales como SCF y favorecer la diferenciacion mieloide y eritroide®-%°,

Las primeras evidencias acerca de la participacion de los adipocitos en la regulacion
de la hematopoyesis fueron presentadas por Yamasaki y colaboradores hace 30 afios, en
las cuales reportaban que el nimero de adipocitos en médula ésea incrementaba después
de una dosis de radiacion subletal. Lo cual generaba un aumento en la proliferacién de
HSC, proponiendo un posible papel de los adipocitos en la reconstitucién de la médula 6sea
después de la irradiacion®. En contraste, Naveiras y colaboradores reportaron que los
adipocitos correlacionaban de forma negativa con la poblaciéon de HSC®, al demostrarse
que las HSC y los progenitores de corto plazo estaban reducidos en zonas ricas en
adipocitos, tales como las vértebras de la cola del raton, con respecto a zonas donde los
adipocitos estaban ausentes, tales como las vértebras del torax®. Asimismo, se report6 que
utilizando un modelo de ratén lipoatréfico A-ZIP/F1, cuya principal caracteristica es que son
incapaces de formar adipocitos y utilizando ratones wildtype tratados con un inhibidor de la
adipogénesis (BADGE, por sus siglas en inglés, Bisphenol A diglycidyl ether), la
reconstitucion de la médula 6sea después de la irradiacion de dichos ratones era acelerada
con respecto a ratones wildtype y que no recibieron tratamiento®. Sin embargo, estudios
recientes han aportado evidencia que confirma la observacion del papel importante que
desempefan los adipocitos en el mantenimiento de las HSC. Zhou y colaboradores,
demostraron que los adipocitos sintetizan SCF y promueven junto con las MSC Lepr+ la
recuperacion del tejido hematopoyético después de la irradiacion®. Utilizando un ratén
transgénico al cual se le elimind condicionalmente la expresion de SCF de los adipocitos,
encontraron que la regeneracion hematopoyética se inhibié después de la irradiacién o
tratamiento con 5-fluouracilo, siendo eliminada la poblacién de HSC, disminuyendo el
tiempo de vida de los ratones®. Esta observacion sugirié que la adipogénesis en médula
Osea representa una respuesta rapida y eficiente para promover la regeneracion

hematopoyética de emergencia después de la irradiacion.
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En humanos, el grupo del Dr. Bhatia demostré que los adipocitos en médula 6sea
representan el nicho para la maduracion del linaje mieloide y eritroide®. Su principal
enfoque fue la observacion de que en biopsias de pacientes con leucemia mieloide aguda
(AML, por sus siglas en inglés, Acute Myeloid Leukemia), los adipocitos se encuentran
escasos 0 ausentes, mientras que en biopsias de pacientes sanos, estos representan mas
del 50% de la médula 6sea. Utilizando muestras de pacientes con AML y realizando
estudios in vitro e in vivo, demostraron que las células de AML eliminan el nicho adipocitico
en médula ésea. En consecuencia, se produce una regulacién desbalanceada de las HSC
y progenitoras, resultando en disfunciones en la maduracion mieloide y eritroide. Ademas,
utilizando el sistema de cocultivos de adipocitos y HSC derivadas de pacientes sanos,
encontraron que la diferenciacibn mieloide y eritroide estaba favorecida e incluso
incrementada, con respecto a cocultivos de HSC y MSC®. Anteriormente, realizando
cocultivos de adipocitos con HSPC CD34*, fue demostrado que los adipocitos tenian la
misma capacidad de soporte hematopoyético que las MSC®:. Asimismo, fue demostrado
que los adipocitos fueron capaces de mantener y sostener la sobrevivencia de las HSC en
cocultivos a largo plazo, de 5 semanas®. En dichos cocultivos, los adipocitos producian
mas IL-3, sobreexpresaban angiopoyetina 2 y el factor de crecimiento asociado a la insulina
1, comparados con las MSC. Confirmando la importancia de los adipocitos en el

mantenimiento de las HSC y en la diferenciacion mieloide de éstas.

Envejecimiento del Sistema Hematopoyético

El envejecimiento es un proceso fisiolégico normal dependiente del tiempo, el cual esta
caracterizado por perdida en la integridad fisiologica, lo cual conlleva a una funcién
deteriorada y un aumento en la vulnerabilidad hacia la muerte®. A pesar de ser un proceso
paulatino, el declive funcional se ve acelerado a partir de los 65 afios®”%8. Esta pérdida de
funcionalidad es el principal factor de riesgo para importantes patologias humanas, tales
como el céancer, diabetes, desordenes cardiovasculares y enfermedades
neurodegenerativas®. Asimismo, las enfermedades infecciosas se presentan con
frecuencia en la poblacion de adultos mayores. Esto se debe a una amplia variedad de
cambios en el sistema inmune, algunos mediados por inflamacién crénica o por la presencia
de un estado proinflamatorio crénico. Por ejemplo, las infecciones por influenza son més
comunes y severas en la poblacién de adultos mayores y la vacuna es menos efectiva®.
Esto como consecuencia de cambios en el sistema inmune, el cual desarrolla respuestas

ineficientes hacia los patégenos y vacunas®. Pero no solo las infecciones son comunes en
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los adultos mayores, también la aparicion de leucemias de tipo mieloide, siendo la media
de aparicién de la leucemia mieloide aguda los 67 afios de edad*® y de la leucemia mieloide
cronica los 65 afios'®. El aumento en las infecciones y en la incidencia de cancer
hematopoyético en adultos mayores, puede deberse principalmente a los efectos del
envejecimiento en las poblaciones de HSC hasta las células maduras. Existen evidencias
acerca de diferencias funcionales importantes entre HSC provenientes de organismos
jovenes y de organismos envejecidos, tales como diferencias en frecuencia, en potencial
de regeneracion, de diferenciacion, de autorenovacion, de movilizacion y mantenimiento en

médula 6sea.

= Frecuenciadelas HSC
La utilizacion de marcadores para identificar a las HSC ha permitido estudiar su frecuencia
y evaluar cambios que puedan ser asociados a diversas condiciones fisiologicas, entre ellas
el envejecimiento. Contrario a lo esperado, la frecuencia de las HSC se ha reportado que
aumenta asociado al envejecimiento. En ratones, utilizando un modelo de cocultivo de
células estromales con células hematopoyéticas, conocido como “empedrado”, debido al
patron morfolégico de las células estromales in vitro, se ha demostrado que el nimero de
células formadoras de colonia aumenta. En este estudio, se utilizaron células derivadas de
ratones jovenes y viejos de 5 diferentes cepas de ratdn, las cuales tienen una sobrevida de
500 a 800 dias. De forma interesante, encontraron que en todas las cepas, el
compartimento més primitivo de HSC se encontraba incrementado en tres o cuatro veces
en ratones viejos comparado con ratones jovenes®?. Ademas, encontraron una correlacion
entre el nimero absoluto de HSC y el tiempo de sobrevida de los ratones, entre mayor es
del nimero de HSC mayor el tiempo de sobrevida. Posteriormente, Rossi y colaboradores,
reportaron que la frecuencia de HSC, utilizando la poblacién Sca*c-Kit* Linaje’, aumentaba
en ratones de 23 meses comparados con ratones de 2-12 meses!®. Estudios posteriores,
reportan también un aumento en el compartimento de HSC, especificamente en las HSC

de largo plazo4105,

En humanos también se ha reportado un aumento en la poblaciéon de HSC asociado
al envejecimiento. Estudios diversos utilizando células mononucleares (CMN) derivadas de
médula 6sea de donadores jovenes (18-35 afios) y adultos mayores a 60 afios en cirugia
de reemplazo de cadera, cuantificaron la frecuencia de la poblacién CD34*CD38 Linaje’,
reportando que ésta aumenta en adultos mayores!%-1%8, Estudios en los cuales se delimitd

la poblacion de HSC, utlizando una mayor cantidad de marcadores, tales como
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CD34*CD90*CD123"°“-CD38 CD45RA Linaje”, reportan de igual manera un aumento en

esta poblacién en adultos mayores en comparacion con adultos jévenesi©®®110,

= Potencial de regeneracién
Debido al aumento en la frecuencia de las HSC asociado al envejecimiento, se esperaria
gue las funciones del sistema hematopoyético se mantuvieran eficientes durante toda la
vida del organismo. Sin embargo, se ha demostrado en modelos murinos, que bajo
condiciones de estrés y regeneracion, tales como en ensayos de trasplantes seriales, las
HSC provenientes de organismos envejecidos, muestran defectos funcionales, incluidos
una disminucién en su potencial de regeneracion. Al evaluar la reconstitucién, en ratones
previamente irradiados, de las HSC provenientes tanto de ratones jovenes como viejos,
reportaron que a las 4 semanas, la reconstitucién de HSC provenientes de ratones viejos
eran 1.7 veces menos, sin embargo, a las 20 semanas la reconstitucion era 28 veces
menori®, Los efectos del envejecimiento en la capacidad de regeneracion de las HSC
humanas, se ha estudiado trasplantandolas en ratones y evaluando el porcentaje de
quimerismo de células humanas con respecto a las células de ratén. Se ha reportado que
el grado de quimerismo de las células humanas derivadas de HSC provenientes de adultos

mayores, era dos veces menor con respecto a las derivadas de jovenes!®.

= Potencial de diferenciacién
Una de las caracteristicas que definen a las HSC es su capacidad de diferenciacion,
fundamental para el mantenimiento del sistema hematopoyético, ya que debido a este
proceso se producen todos los diferentes linajes hematopoyéticos. La primera decision de
diferenciacién que ha sido estudiada de las HSC es hacia linaje mieloide y linfoide. En
ratones envejecidos, las HSC presentan predisposicién a diferenciarse en linaje mieloide
con respecto al linfoide!'!. Cuando se trasplantan HSC provenientes de ratones viejos en
ratones inmunosuprimidos, hay disminucion significativa en el linaje linfoide, mientras que
el linaje mieloide aumenta considerablemente!®41%%111  Recientemente, después de
publicarse un nuevo esquema de diferenciacion en donde el linaje megacariocitico se deriva
directamente de las HSC en lugar de un progenitor mieloide como anteriormente se creia?,
estudios han reportado que el linaje megacariocitico-eritroide se encuentra incrementado

en organismos envejecidos, tanto en ratén como en humano1°12,

En humanos, las evidencias no han sido tan concluyentes. Al igual que en ratén, se
han publicado estudios en los que la poblacion linfoide disminuye en adultos mayores,

comparado con jovenes!®19110 mientras que la determinacién del aumento en el linaje
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mieloide permanece poco esclarecido. Al evaluar las poblaciones de progenitores mieloides
en médula 6sea, se ha encontrado que no hay cambios en la frecuencia de estas en médula
6sea de jovenes y de adultos mayores!®% incluso un estudio reporta una disminucién en

la frecuencia de progenitores granulociticos-monociticos (GMP)!2°,

= Potencial de autorenovacion
La segunda caracteristica fundamental de las HSC, es su capacidad de autorenovacion.
Dicha capacidad se refiere al potencial que tienen las HSC para dividirse y generar dos
células con las mismas capacidades que ella. La autorenovacién es la funcién responsable
de que se mantenga la poblacién de HSC durante toda la vida del organismo. Por lo tanto,
la capacidad de autorenovacion esta fuertemente ligada al potencial funcional de las HSC,
medido por su capacidad de reconstitucion. Como se mencioné anteriormente, esta
capacidad funcional disminuye conforme las HSC envejecen, y se ha descrito que esto es
debido a una disminucién en su capacidad de autorenovacion a largo plazo*3. La capacidad
de autorenovacion es estudiada con trasplantes seriales, utilizando éstos varios estudios
han demostrado que la capacidad de las HSC de reconstitucién se va perdiendo en los

trasplantes seriales, siendo esta pérdida mas rapida en HSC derivadas de ratones viejos!.

= Movilizacién y mantenimiento en médula 6sea
Las HSC se encuentran en la médula 6sea en lugares especificos donde sus funciones son
estrictamente reguladas, llamados nichos. Las HSC de organismos jovenes se localizan en
zonas diferentes con respecto a las HSC de organismos envejecidos. Las HSC de
organismos jovenes se localizan mas cercanas a la zona endosteal, mientras que las de
organismos viejos se localizan mas alejadas!'®. En un estudio en el cual se evalué la
capacidad de las HSC de mantenerse adheridas a un cultivo de células estromales, se
encontrdé que las HSC derivadas de ratones viejos tenian una reduccién de dos veces en
su eficiencia de adhesién al cultivo, en comparacién con las HSC derivadas de ratones
jovenest!®, De forma interesante, el envejecimiento también afecta la movilizacién de las
HSC a circulacion, ya sea por estrés causado por quimioterapia o por la administracion de
citocinas, incrementandose en las HSC de organismos viejos con respecto a las de

organismos jovenes?'®,

Los efectos asociados al envejecimiento en la funciébn de las HSC han sido

atribuidos tanto a factores intrinsecos como a factores extrinsecos, como su microambiente.
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Factores intrinsecos

Las evidencias acerca de la disminucion en la eficiencia de repoblacién de las HSC
provenientes de organismos viejos, comparadas con las derivadas de organismos jévenes
después de ser trasplantadas en ratones jovenes, sugiere que el envejecimiento en las HSC
se manifiesta como una consecuencia fuertemente asociada a cambios celulares y
moleculares intrinsecos!!®. Se han realizado estudios de perfiles de transcriptoma, en los
cuales se han encontrado patrones de expresion génica que correlacionan con los efectos
funcionales del envejecimiento en las HSC, tales como disminucion en la expresion de
genes de especificacion hacia linaje linfoide y por el contrario, sobreexpresion en genes de
especificacion hacia linaje mieloide y genes involucrados en la transformacion leucémical®,
Posteriormente, se reporté que en las HSC provenientes de ratones de 21 meses de edad,
genes involucrados en la respuesta al estrés, la inflamacién y la agregacion proteica se
encontraban sobreexpresados, mientras que aquellos genes involucrados en la
preservacion de la integridad del genoma y la remodelacion de la cromatina presentan
disminucién en su expresion'’. Los cambios funcionales intrinsecos asociados al
envejecimiento de las HSC, provienen de diferentes causas, tales como dafio al ADN,
cambios en la polaridad celular, disfuncién en los procesos de autofagia y de la actividad

mitocondrial y reprogramacion epigenética.

= Dafio al ADN
Un denominador comun del envejecimiento es la acumulaciéon de dafos en el material
genético durante toda la vida del organismo!*®. El acido desoxirribonucleico (ADN) esta
expuesto constantemente a posibles mutagenos, los cuales pueden ser exdgenos, tales
como la radiacién y agentes quimicos; o endégenos como los radicales libres y los
productos de desecho de la produccion de energia de la cadena de transporte de electrones
119 La célula tiene mecanismos eficientes encargados de reparar el dafio al ADN'?, sin
embargo, la maquinaria de reparacién no es perfecta, por lo cual algunos dafios pueden
escapar a dicha reparacion, y de esta forma, las mutaciones y el dafio pueden acumularse
al paso del tiempo!!8. De esta forma, entre mas longeva sea la célula, la probabilidad de la
acumulacién de inestabilidad gendmica es mayor, la cual puede incluir desde mutaciones
puntuales a grandes rompimientos cromosomales y translocaciones; con implicaciones que
van desde una mutacion silenciosa que codifica para el mismo aminoacido, hasta la

activacion de oncogenes o silenciamiento de genes supresores de tumores**.
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En el sistema hematopoyético, Rossi y colaboradores estudiaron la poblacion de
HSC y su funcion en ratones deficientes en mecanismos de reparacion del genoma, tales
como reparacion de excision de nucledtidos, mantenimiento de telébmeros y de
recombinacion no homologa, encontrando que deficiencias en estas vias de sefalizacidén
no eliminaban por completo las reservas de HSC con la edad. Sin embargo, encontraron
gue los procesos funcionales de las HSC se encontraban afectados severamente, tales
como su capacidad de repoblacion, proliferacion, de autorenovacion, lo cual ocasionaba

incrementos en apoptosis y al final agotamiento celular??,

En humanos, Ribe y colaboradores estudiaron rompimientos no reparados en el
ADN de células CD34+ y CD34-, provenientes de individuos sanos de diferentes edades,
encontrando que el nimero de rompimientos de ADN no reparados, medidos por la cantidad
de foci yYH2AX por célula, era mayor en las células CD34+ derivadas de adultos mayores a
70 afos!?2, Sin embargo, existe evidencia con respecto a que las vias de sefalizacién que
se encienden en respuesta al dafio al ADN son las que estan involucradas en los efectos

asociados al envejecimiento en las HSC'2,

= Cambios en la polaridad celular
Disminucién en la polaridad celular es una caracteristica importante de las HSC
provenientes de organismos envejecidos!®*1%, De forma interesante, en un estudio de
asociacion de genoma se reportd que un aumento en la expresion de la proteina de control
de division celular 42 (Cdc42) en células mononucleares hematopoyéticas estaba asociado
fuertemente al envejecimiento y a la morbilidad en humanos!?4. La proteina Cdc42 esta
involucrada en la regulacion de la distribucion de las proteinas y los organelos durante la
division celular, al activar a las cinasas activadas de p2l, las cuales reorganizan los
filamentos de actina !?°. Estudios en ratén han demostrado que las HSC derivadas de
ratones viejos tienen una elevada actividad de la proteina Cdc42, lo cual esta asociado a
una pérdida de la polaridad celular, lo cual involucra una distribucion azarosa de tubulina,
de Cdc42 y de otros marcadores de polaridad celular, ademas de una distribucién nuclear
al azar de la histona acetilada H4K16°41%  Incluso, al inhibir farmacolégicamente la
actividad de Cdc42, se rejuvenece a las HSC, aumentandose el porcentaje de células
polarizadas en la poblacion de HSC provenientes de ratones viejos y se restaura la
distribucion espacial de la histona H4 a niveles similares a las de HSC derivadas de ratones

jovenest®, Posteriormente, se reportd que el aumento en la activacion de Cdc42 era debido
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a un cambio en la sefalizacion de la via WNT, en el cual la activacion de la via no canénica

fue asociada al aumento en la activacién de Cdc42 y la diminucién en la polaridad celular®®,

= Disfuncion en los procesos de autofagia y de la actividad mitocondrial
El proceso de autofagia es asociado generalmente al reciclado de organelos, lo cual esta
asociado con longevidad y salud, por lo cual es critico para proteger a las HSC de estrés
metabdlico. Ho y colaboradores reportaron que la perdida de la autofagia en las HSC
derivadas de ratones viejos, es la causante de la acumulacion de mitocondrias y de un
continuo estado metabdlico activo, lo que en consecuencia acelera la diferenciacion hacia
linaje mieloide a través de desregulaciones epigenéticas y afecta la autorenovacién y el
potencial regenerativo de las HSC?%, Ademas, reduciendo el estrés mitocondrial se pueden
revertir los efectos del envejecimiento en las HSC. Mohrin y colaboradores estudiaron la
respuesta a estrés de la mitocondria en HSC derivadas de ratones joévenes y viejos,
encontrando que la disminucién de la expresion de la proteina SIRT7, la cual forma parte
de la via de sefalizacion de respuesta de la mitocondria a proteinas no plegadas, reducia
la quiescencia, incrementaba el estrés mitocondrial y disminuia la capacidad de
regeneracion de las HSC de ratones viejos. Al aumentar la expresion de esta proteina en
las HSC derivadas de ratones viejos, la capacidad de regeneracion de estas mejoraba

considerablemente’?’.

= Reprogramacién epigenética
Una de las caracteristicas principales de las HSC es su capacidad de autorenovacion. Este
proceso implica que una HSC sea capaz de producir, a través de la divisién celular, una
célula que mantenga las mismas caracteristicas que la troncal. Para que esta division se
lleve a cabo, ademas de duplicar su material genético y distribuirlo en las células
producidas, también deben copiarse y distribuirse todas las marcas epigenéticas que
cubren cada uno de los locus genémicos!?. Estudios recientes han sugerido que perfiles
epigenéticos alterados estan asociados con el envejecimiento en las HSC y que se
encargan de modular el potencial funcional de las HSC en las diferentes etapas durante la
ontogenia!?®. Cambios en la metilacion del DNA en células hematopoyéticas primitivas han
sido reportados asociados al envejecimiento. Para evaluar la relacion entre la disfuncion de
las HSC asociada a la edad y el epigenoma, Beerman y colaboradores realizaron una
evaluacion global de la metilacion del DNA en HSCs derivadas de diferentes etapas del
desarrollo murino, encontrando que aunque la metilacion del DNA se mantiene estable

durante el envejecimiento, existen alteraciones en la metilacion del DNA en sitios
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especificos de regiones genémicas asociadas con el potencial de diferenciacion a los
diferentes linajes, los cuales afectan directamente a genes expresados en células
progenitoras y maduras®®’. En humanos, se reportd que la poblacién LinajeCD34*CD38
presentaban reprogramacion epigenética asociada a la edad, principalmente cambios y
redistribucion en la metilacion del ADN, dicha reprogramacion tiene como blancos vias de
sefalizacidn esenciales para el desarrollo, y de forma interesante, también para cancer, ya
gue estas alteraciones son comparables a las que se presentan en leucemia mieloide aguda
(AML), la cual tiene como consecuencia desregulacion de motivos epigenéticos y de

factores de transcripcion hematopoyéticos esenciales, tales como KLF6, BCL6 y RUNX3107,

Aunado a los cambios en la metilacion del ADN asociados al envejecimiento,
también se han asociado cambios en la remodelacion de la cromatina. Las histonas son las
proteinas que se encargan de proporcionar un nicleo que es envuelto por ADN, y de esta
forma pueda ser compactado en estructuras mas grandes, que ademas impiden el acceso
a secuencias del ADN. Analisis de expresion han demostrado que genes que codifican
para proteinas encargadas en la remodelacion de la cromatina son regulados por el

envejecimiento en las HSC103:117.130.131

Factores extrinsecos

Debido a que las HSC no son células aisladas y por lo tanto, interactian en un ambiente
con diversos tipos celulares y factores solubles que pueden ser producidos localmente en
médula ésea o provenir de otros tejidos, no puede descartarse el efecto de estos en la
desregulacién y pérdida de funcionalidad descrita en las HSC con el envejecimiento. La
principal estrategia para evaluar la contribucion del microambiente en el fenotipo envejecido
de las HSC es trasplantar HSCs derivadas de organismos jovenes y viejos en ratones

jévenes y viejos, teniendo como principal variable el microambiente.

= Factores troficos
Un estudio realizado por Ergen y colaboradores encontré que cuando las HSCs derivadas
de ratones viejos eran trasplantadas en un microambiente joven, las capacidades
funcionales de dichas HSC eran comparables con las de las HSC derivadas de ratones
jovenes. De igual manera, las HSCs de ratones jovenes al ser trasplantadas a un
microambiente envejecido, desplegaban caracteristicas propias de las HSCs de ratones
viejos, demostrando el efecto tan importante que tiene el microambiente en regular la
capacidad funcional de las HSC *2, En dicho estudio, encontraron que la expresion de la

proteina RANTES o CCL5 participaba activamente en promover la diferenciacion a linaje
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mieloide, una caracteristica del fenotipo envejecido de las HSC, y que esta se encontraba
incrementada en el microambiente del ratén viejo.

CXCL12 es conocida como una de las proteinas esenciales para la regulacion y el
mantenimiento en médula ésea de las HSC, en un estudio se reportd que esta se
encontraba aumentada en médula ésea de adultos mayores y que esto correlacionaba con
un aumento en la frecuencia de HSCs'®. Otros factores producidos localmente en médula
0sea que han sido asociados al envejecimiento en las HSC, son los factores WNT de la via
no candnica, principalmente WNT5A. Se demostré que WNT5A promovia la disminucion en
la polarizacion de las HSCs de ratones viejos, al activar a la proteina Cdc42, de forma
interesante encontraron que WNT5A se encontraba sobreexpresado en células estromales
derivadas de ratones viejos, sugiriendo que estas podrian ser la fuente de produccién de
WNT5A. Sin embargo, las HSC también pueden producir su propio WNT5A, por lo que la
fuente de WNT5A podrian ser ambas poblaciones celulares.

Antecedentes

Cambios en el microambiente hematopoyético asociados al envejecimiento

El microambiente hematopoyético juega un papel fundamental en la regulacion del fenotipo
disfuncional de las HSC asociado al envejecimiento®®234, En el modelo de ratdn, se ha
demostrado que al trasplantar CMN provenientes de ratones jovenes (2 meses) a un
microambiente envejecido (ratones viejos, 17-18 meses, previamente irradiados), la
reconstituciéon hematopoyética resultante corresponde a la observada de CMN derivadas
de ratones viejos, siendo menos eficiente y con un mayor porcentaje de células mieloides*®2.
Mientras que al trasplantarse CMN derivadas de ratones viejos en un microambiente joven
(ratones jévenes), la reconstitucién es mayor, con un menor porcentaje de células mieloides
y aumento en diferenciacién hacia linaje linfoide*2. Asimismo, un microambiente envejecido
ejerce una presion de seleccion en clonas de progenitores hematopoyéticos (HPCs, por sus
siglas en inglés, Hematopoietic Progenitor Cells) que facilita la transicion hacia la
monoclonalidad, la cual puede ser una de las causas de la alta incidencia de leucemia
asociada al envejecimiento®*. Utilizando un modelo de mutagénesis por insercion de
agentes retrovirales para generar HPCs con un potencial intrinseco para la expansion
clonal, se determind que aquellas HPCs modificadas que se trasplantaron a un

microambiente joven presentaban oligoclonalidad, mientras que aquellas que fueron

37



trasplantadas en un microambiente viejo presentaban menor clonalidad, o diversidad de

clonas®®.

En ratones, durante el envejecimiento se producen cambios en la arquitectura de la
médula 6sea, tales como remodelacion vasculart®1%, disminucién en el area trabecular e
incremento en el area de adipocitos!®’. Asimismo en humanos, el envejecimiento disminuye
la formacion y la masa del hueso, ademas de un aumento en la adipogénesis, debido a la
disminucién en osteoblastos y aumento en adipocitos!®®. A continuaciéon se describen las
evidencias asociadas al envejecimiento en las diferentes poblaciones celulares que

conforman el microambiente hematopoyético.

= MSC
Las MSC son una poblacion estromal esencial para el mantenimiento y la regulacién del
proceso de hematopoyesis. Las MSC se encuentran en contacto con las HSC, tanto en
ratones!®5"135 con en humanos*®#’, ademas de ser las principales productoras de factores
esenciales para el mantenimiento y regulacién de las HSC, tales como CXCL12 y
SCF?8:39.46.6089  Ademds, las MSC son las precursoras de los osteoblastos y adipocitos
residentes en médula G6sea, por lo cual, los efectos del envejecimiento en esta poblacion
son cruciales para el microambiente de la médula 6sea. Los estudios en MSC se han
enfocado principalmente a demostrar si existen cambios en su frecuencia y en sus
capacidades funcionales: tanto de diferenciacion hacia adipocitos, osteoblastos vy

condrocitos, de capacidad clonogénica, de proliferacién y de soporte hematopoyético.

En cuanto a la frecuencia de las MSC, las evidencias reportadas han sido
contradictorias. Recientemente, en un estudio en el cual se evalué la frecuencia de la
poblacion de MSC, tanto LepR+ como Nestina®¥, en ratones jévenes (8-16 semanas) y
ratones viejos (20 meses), se encontré que dichas poblaciones no presentaban cambios®.
Previamente, Ambrosiy colaboradores, utilizando la poblacién de MSC Scal+CD24+CD45-
CD31- y evaluando su frecuencia en ratones de 2 meses (jévenes) y de 25 meses (ratones
viejos), reportaron de igual manera que dicha poblacion se mantenia estable en ambos
grupos de edad'®. Sin embargo, el grupo del Dr. Frenette, reporté un incremento en la
poblacion de MSC, con los marcadores CD51+PDGFRa+CD45-Ter119-CD31-, en
ratones viejos (20-24 meses)%. Cabe destacar que la causa de los reportes contradictorios
en ratones sea el uso diferencial de marcadores para la deteccion y evaluacion de las MSC.
Asimismo, en humanos se han utilizado diferentes marcadores para evaluar los efectos del

envejecimiento en la frecuencia de MSC. La poblacion de MSC Stro-1+ se ha reportado
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que presenta una tendencia a disminuir, sin alcanzar significancia estadistica, en la
poblacién de adultos mayores a 65 afios'#?14!, De forma interesante, en un estudio en el
cual utilizaron los marcadores NGFR y CD146 y evaluaron su frecuencia en muestras
pediatricas hasta adultos mayores, encontraron que aunque la frecuencia de la poblacién
de MSC no presentaba cambios asociados a la edad, al evaluar las subpoblaciones
derivadas de la combinacion de ambos marcadores (NGFR+CD146+, NGFR+CD146-),
encontraron que la poblacion doble positiva era mas frecuente en las muestras pediatricas,
mientras que la poblacion positiva para NGFR pero negativa para CD146 era mas frecuente
en adultos y adultos mayores, indicando una distribucion asociada a la edad en esta
subpoblaciones, siendo la pérdida de la expresién de CD146 asociada a la edad'*. En
ambos modelos de estudio, tanto murino como humano, el principal obstaculo para la
evaluacion de las MSC, es el consenso de cuales marcadores utilizar al momento de

identificarlas y evaluarlas.

Al encontrar diferencias en las evidencias reportadas con respecto al efecto del
envejecimiento en la frecuencia de las MSC en médula 6sea, los estudios se han enfocado
en evaluar la capacidad funcional de estas. Una de las principales capacidades funcionales
de las MSC, es su capacidad de formar colonias de fibroblastos (CFU-F), la cual evalta su
capacidad clonogénica, y ésta ha sido uno de los principales instrumentos para determinar
si hay cambios funcionales en las MSC asociados a la edad. En raton, se ha demostrado
que las MSC derivadas de ratones viejos tienen menor capacidad de formar colonias, en
comparacion con las derivadas de ratones jovenes!*. En humanos, también existe
evidencia de que la capacidad de formar colonias de las MSC disminuye con el
envejecimiento. Utilizando un cultivo de CMN, Brusnahan y colaboradores, reportaron que
el numero de CFU-F derivadas de CMN de adultos mayores a 65 afios era menor con
respecto a las derivadas de adultos menores a 65 afios*°. Ademas en un estudio en el cual
se compararon las frecuencias de CFU de CMN derivadas de pacientes entre 10 y 40 afios,
se encontré que a partir de los 21 afios, esta frecuencia disminuye!#3, lo cual significa que
a partir de los 20 afios podria comenzar a disminuir la funcionalidad de las MSC. En un
estudio posterior, se reporté que la frecuencia de CFU-F de CMN disminuia a partir de los
45 afios. Cabe sefalar que las diferencias encontradas entre estos dos estudios, se deben
principalmente al método de obtencién de médula 6sea, siendo el primero por aspirado y el
segundo estudio, a partir de cirugias de cadera, lo cual puede influir en la obtencién de las
MSC.
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Otra capacidad fundamental de las MSC es su capacidad de diferenciacién hacia
adipocitos, osteoblastos y condrocitos. Uno de los principales cambios en el microambiente
de la médula 6sea es el aumento en el nimero de adipocitos y la disminucion en tejido
6seo0™®-1%  En ratones, los programas de diferenciacion de las MSC hacia linaje
osteogénico disminuyen con el envejecimiento, mientras que los de diferenciacién hacia
linaje adipogénico aumentan 8137139144 Fn un estudio en el cual aislaron MSC de ratones
jovenes y viejos que expresaban constitutivamente la proteina verde fluorescente (GFP) y
las trasplantaron en ratones jovenes, las MSC derivadas de ratones jovenes injertaban
exitosamente y su progenie se localizaba delimitando toda la region de las trabéculas. Por
el contrario, cuando se trasplantaban MSC en ratones viejos, independientemente de la
edad de los ratones de las que provenian, la diferenciacién hacia adipocitos se favorecia
con respecto a los osteoblastos, indicando que factores en el microambiente del ratn viejo
promovian la diferenciacion hacia adipocitos®’. Al realizar un andlisis de los programas
genéticos de MSC derivadas de ratones jovenes (8 meses) y de ratones viejos (26 meses),
Moerman y colaboradores reportaron que la expresion de factores de transcripcion
especificos de diferenciacién osteogénica, tales como Runx2 y DIx5, y marcadores de
osteoblastos como colagena y osteocalcina se encontraban disminuidos en ratones viejos,
mientras que los factores de transcripcién especificos del programa adipogénico, tales
como PPARYy se encontraba incrementado asi como la proteina de union a acidos grasos
aP28. En humanos, los resultados no han sido tan contundentes como los reportados en
raton. Al analizar la capacidad de diferenciacion in vitro de MSC derivadas de jovenes y de
adultos mayores, no se han encontrado diferencias, siendo las MSC capaces de
diferenciarse in vitro a los tres linajes#214%, Al medir la produccién de fosfatasa alcalina para
medir diferenciacion hacia osteoblastos, Stolzing y colaboradores reportaron que MSC
derivadas de adultos mayores a 40 afios producian menos fosfatasa alcalina comparados
con MSC derivadas de donadores mas joévenes, mientras que la diferenciacion hacia

adipocitos y condrocitos no presentaba diferencias'*:.

En cuanto a su capacidad de proliferacion, las MSC derivadas de adultos mayores
a 70 afos presentan menor capacidad de proliferacion, esto medido por nUmero de doblajes
poblacionales, alcanzando apenas en promedio 10 doblajes poblacionales en 300 dias,

comparadas con 30 doblajes de MSC derivadas de adultos jévenes (18-29 afios)4314°,

En cuanto a la produccién de factores por parte de las MSC que impactan

directamente en la regulacion y mantenimiento de las HSC, pocos han sido los estudios
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gque se han enfocado en determinar el efecto del envejecimiento en estos. La produccién
de IL-6 por parte de las MSC se ha reportado que aumenta asociado al envejecimiento. En
2010, un estudio determind que la produccion de IL-6 en cultivos de MSC derivadas de
adultos mayores aumentaba con respecto a los cultivos de MSC derivadas de donadores
mas jovenes'?’. Posteriormente, se reporté que el aumento de la produccion de IL-6 por
parte de las MSC, tenia como consecuencia un decremento en el numero de HSPCs
CD34+, esto medido en sistemas de cocultivos de MSC derivadas de jovenes y adultos
mayores!*®, Aunado a esto, las MSC derivadas de adultos mayores, presentaban mayor
produccion de ROS, de 6xido nitrico y una disminucion en la actividad de la superéxido
dismutasa (SOD), marcadores importantes de inflamacion, al igual que IL-6'%3. Las MSC en
humano han sido principalmente estudiadas por sus capacidades de regeneracion y los
estudios enfocados a determinar los efectos el envejecimiento en estas, se enfocan en
determinar qué tan funcionales serian para terapias regenerativas, por lo cual su estudio

con respecto a su papel hematopoyético ha quedado relegado a segundo término.

= Adipocitos

Uno de los efectos contundentes del envejecimiento en médula 6sea, es el aumento en el
namero de adipocitos. Los programas de diferenciacion hacia linaje adipocitico en las MSC
se ven favorecidos con el envejecimiento. Uno de los primeros estudios que reporté el
aumento en los adipocitos asociado al envejecimiento en humanos fue el realizado por
Moore y Dawson, en el cual describieron que con la edad, la médula ésea “roja” era
reemplazada paulatinamente por la médula 6sea “amarilla”®. Posteriormente, utilizando la
tecnologia de resonancia magnética, dos estudios aportaron evidencia concluyente acerca
del incremento en el area de adipocitos asociado a la edad®4’, Al medir el area de los
adipocitos en biopsias de médula dsea de personas desde 30 hasta 100 afios, Justesen y
colaboradores reportaron que el porcentaje de adipocitos incrementaba desde un promedio
de 40% en jovenes hasta un 68% en adultos mayores'®. Aunado a esto, se reportd
posteriormente, que en médula 6sea de mujeres mayores a 65 afios, el porcentaje de
adipocitos aumentaba considerablemente, comparado con mujeres menores a 55 afios!#’.
Al estudiar, el tipo especifico de adipocitos que se encontraban incrementado en médula
Osea, Miggitsch y colaboradores reportaron que era el tejido adiposo de médula 6sea
(BMAT), justo el tejido que cumple con funciones de regulacién de la hematopoyesis,
reportando ademas el aumento en la produccion de citocinas proinflamatorias tales como
IL-6, IL-8 y TNFal,
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De igual manera, en ratones, el nimero de adipocitos aumenta en ratones
envejecidos (24 meses de edad)!*°, siendo mucho mas bajas las frecuencias con respecto
a humanos. Los adipocitos en médula 6sea de ratén se encuentran poco representados,
los estudios acerca del microambiente hematopoyético realizados en raton no contemplan
a los adipocitos como un componente de este, ya que su frecuencia es muy baja o nula en
el tipo de hueso mas utilizado para su estudio, el fémur4®. Estudios que han reportado un
papel importante de los adipocitos en la regulacion de la hematopoyesis han utilizado
diferentes zonas del hueso tales como la vertebral o la pelvis, zonas en las que el nUmero

de adipocitos es mayor con respecto al femur®.

= ECsy células hematopoyéticas maduras

Uno de los principales componentes del microambiente hematopoyético son las ECs, las
cuales forman parte de la vasculatura, tanto de sinusoides, arterias y capilares. Las HSC
han sido identificadas en nichos perivasculares, principalmente cerca de sinusoides, tanto
en humano* ' como en ratones'®!®!, Estudios en ratén, han reportado que el
envejecimiento ocasiona remodelacién vascular, la cual consiste en un aumento en la
densidad vascular y un aparente deterioro de las estructuras arteriolares, evidenciado por
el acortamiento de los segmentos positivos para Nestina, marcador de arteriolas, y una
disminucién en la densidad de células positivas a a-actina de musculo liso*®.
Recientemente, un estudio agregd que ademas el envejecimiento disminuye la frecuencia
de ECs CD45-CD31+ en el &rea endosteal, sin embargo, el volumen vascular total y la
ocupacioén en area endotelial no se encuentran afectados, ademas la vasculatura localizada
en la epifisis y metéfisis del hueso, en la cual principalmente se encuentran arterias y
arteriolas, present6 una disminucién en el didmetro y longitud de los vasos, ademas de una
orientacion desorganizada; de forma interesante, la vasculatura presente en la diéfisis,
compuesta principalmente por sinusoides no presentdé cambios en su diametro ni
longitud**.

Por otro lado, se ha estudiado si el envejecimiento tiene un efecto en la localizacion
de las HSC en médula 6sea con respecto a los vasos sanguineos, demostrando que en
ratones viejos las HSC mantienen su asociacion hacia los sinusoides y aumentan su
distancia hacia las arteriolas con respecto a las HSC de ratones jovenes, las cuales se
encuentran mas cercanas a las arteriolas y de igual manera mantienen su asociacion hacia

los sinusoides!s®138,
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Con respecto, a las células hematopoyéticas maduras residentes de médula ésea,
en ratén, se ha reportado que el nimero de megacariocitos y de progenitores de
megacariocitos aumenta en ratones viejos!?13%1% En cuanto a monocitos y macréfagos,
su frecuencia aumenta en médula 6sea de ratén!?, mientras que en humano su frecuencia

se mantiene®®s,
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Justificacion

El envejecimiento es un proceso fisiolégico paulatino de pérdida de funcionalidad que afecta
a todos los sistemas que constituyen al organismo. El estudio de los efectos del
envejecimiento es relevante en los diferentes tejidos del organismo, ya que cada uno de
ellos presenta enfermedades o condiciones tejido- especificas, incluyendo a la médula
Osea. Las condiciones y enfermedades en médula ésea que incrementan su incidencia al
envejecer, son: anemia, leucemias, sindrome mielodisplasico y enfermedades infecciosas,
y en casos extremos, falla medular. El describir los cambios asociados al envejecimiento
en la médula 6sea de humanos, permitira comparar estos hallazgos con los reportados en
raton, y asi poder determinar si el raton funciona como modelo de envejecimiento. Por otro
lado, estudios previos del envejecimiento en médula ésea humana han utilizado muestras
de médula 6sea de pacientes oncoldgicos, muestras cadavéricas y médulas Gseas con
sospechas de enfermedad hematologica, las cuales podrian arrojar resultados
influenciados por dichos estados fisiologicos. Ademés, estos estudios han realizado
comparaciones en rangos de edad muy amplios, ya sea muestras pediatricas contra
muestras de adultos mayores, o muestras de jévenes menores a 30 afios comparados con
adultos mayores. Por lo cual, este estudio busca resolver las inconsistencias reportadas
con respecto al envejecimiento en médula ésea humana, ya que se utilizaran muestras de
médula ésea de pacientes no oncolégicos y hematoldgicamente sanos de edades de 50 a
92 afios, comprendiendo el rango de edad en el cual se ha reportado que los efectos del
envejecimiento se acentdan. Asimismo, los resulta dos del presente estudio podrian
derivar en estudios funcionales posteriores, que permitan evaluar las poblaciones del

microambiente hematopoyético involucradas en los cambios asociados al envejecimiento.
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Planteamiento del problema

El envejecimiento en médula ésea se ha estudiado principalmente en el ratén,
modelo de estudio fisioldégico por excelencia debido a su facil manejo, manipulacion y el
corto tiempo en el cual se pueden obtener resultados y generar conclusiones. Sin embargo,
las conclusiones obtenidas del modelo de ratén han demostrado no ser consistentes al
momento de aplicarlas en humanos. En cuanto a los factores intrinsecos que influyen en el
fenotipo envejecido de las HSC, el modelo de ratdn ha demostrado ser reproducible para
las HSC humanas, sin embargo, respecto al microambiente hematopoyético ha demostrado
no ser suficiente. Esto debido a diferencias estructurales importantes en el microambiente
humano con respecto al de ratdn, principalmente la alta frecuencia de adipocitos en médula
O0sea humana, la cual no es recapitulada en el modelo de ratdn, ya que estos presentan
poca o nula presencia de adipocitos en médula 6sea, siendo los adipocitos una poblacion

celular que ha demostrado ser muy importante para la regulacién de la hematopoyesis.

El principal reto que enfrenta el estudio del envejecimiento en médula 6sea humana
es el acceso a las muestras. La mayoria de los estudios realizados en humano utilizan
muestras de médula 6sea de donadores, los cuales presentan edades entre 18-50 afios de
edad y son muestras que comprenden basicamente aspirados de médula ésea sin acceso
a biopsias. Las biopsias disponibles son aquellas que se toman por sospecha de alguna
enfermedad hematoldgica y que debido a esto, se encuentran sesgadas para ser utilizadas
en un estudio de muestras normales de médula 6sea. Por lo cual, las muestras optimas
provienen de cirugias de reemplazo de cadera, las cuales comprenden adultos mayores a
30 afios, hematoldgica y oncolégicamente sanos. Debido a esto, la mayoria de los estudios
en envejecimiento se enfocan en comparar muestras de donadores jovenes (18-40 afios) y
muestras de adultos mayores (>70 afios) provenientes de cirugias de cadera. Sin embargo,
dicha estrategia no considera los efectos el envejecimiento como tal, ya que se ha
considerado que a partir de los 65 afios, dichos efectos se agudizan, por lo cual estudiar
los grupos de edad previos y posteriores a dicha edad, nos puede arrojar informacion
especifica de cambios en médula 6sea que puedan ser atribuidos a la alta incidencia de
enfermedades hematoldgicas en pacientes mayores a 65 afios. Por lo cual este trabajo de
investigacion estd enfocado a describir y estudiar los efectos del envejecimiento en las
poblaciones residentes de médula 6sea en pacientes de cirugia de reemplazo de cadera,

hematol6gicamente sanos, de edades entre 50 y 92 afios.
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Hipotesis
Existen cambios asociados al envejecimiento en la arquitectura de la médula 6ésea,

principalmente en las poblaciones estromales tales como MSC y adipocitos, las cuales son

esenciales para el mantenimiento y regulacion de las HSC.

Objetivo general
Determinar los cambios en frecuencia y funcionalidad de las poblaciones celulares que

constituyen el microambiente hematopoyético en muestras de médula 6sea humana de

adultos y adultos mayores hematolégicamente sanos.

Objetivos especificos
1. Determinar cambios en la frecuencia de poblaciones hematopoyéticas y estromales

residentes de médula 6sea en muestras de médula ésea y biopsias de adultos y
adultos mayores.

2. Determinar cambios en la asociaciébn entre poblaciones hematopoyéticas vy
estromales residentes de médula 6sea en muestras de médula 6sea y biopsias de
adultos y adultos mayores.

3. Evaluar in vitro la funcionalidad de las células mesenquimales estromales

provenientes de muestras de médula 6sea y biopsias de adultos y adultos mayores.
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Estrategia experimental

Se utilizaron muestras de médula 6sea de pacientes en cirugia de reemplazo de
cadera de edades entre 50 y 92 afios de edad, las cuales correspondian a raspado
de médula 6sea y cabezas femorales, para determinar la frecuencia de las
poblaciones celulares tanto por citometria de flujo, inmunohistoquimica (IHQ) y por
imagenologia por citometria de masas (IMC). Las densidades de las poblaciones
celulares por IHQ fueron determinadas mediante software de analisis de imagen.
Posteriormente las frecuencias y densidades fueron utilizadas para determinar
asociaciones por densidad entre las poblaciones y se utilizo software de analisis de
imagen para determinar asociaciones in situ entre las poblaciones. Por ultimo, se
determinaron cambios en la funcionalidad de las MSC, mediante ensayos in vitro de
diferenciacion, de capacidad clonogénica (CFU-F) y de proliferacién (doblaje
poblacional) de las MSC derivadas de las muestras de médula 6sea de adultos y de

adultos mayores (Fig. 2).

Médula dsea

E
L CFU-F
-2| Objetivo 3

Ostecblastos Adipocitos Condrocitos

Ll
L=

Cabeza femoral
- il ¥

Histologia

7
®
HSPCs

con

SRS o T

Figura 2. Estrategia experimental del estudio. Se detallan los métodos que seran utilizados para
cumplir con los objetivos especificos planteados.
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Materiales y Métodos

Muestras de Médula Osea

Las muestras incluidas en este estudio fueron recolectadas de pacientes en cirugia de
reemplazo de cadera del servicio médico de Reemplazo Articular de la UMAE Hospital de
Traumatologia y Ortopedia Lomas Verdes, en Naucalpan, Estado de México, México. La
aprobacion ética fue concedida por el Comité de Etica de la Comision Nacional de
Investigacién Cientifica de la Coordinacion de Investigacion en Salud del Instituto Mexicano
del Seguro Social (Anexo 1). El consentimiento para la participacién en el protocolo fue
verbal, de acuerdo a lo establecido por el Comité de Etica (Anexo 2). Las muestras
obtenidas fueron de dos tipos: muestra de médula 6sea y cabeza femoral. Las muestras
fueron divididas en dos grupos de edad: adultos (50-64 afos) y adultos mayores (65-92
afios). A continuacion se presentan los criterios de inclusion y exclusion. Las muestras de

médula 6sea obtenidas fueron las siguientes:

Criterios de Inclusion
= Pacientes hematoldgicamente sanos mayores a 30 afios.
= Pacientes con expediente completo, incluyendo resultados de biometria hematica y
guimica sanguinea.

= Pacientes que hayan otorgado consentimiento verbal.

Criterios de exclusion
= Pacientes con alteraciones hematolégicas evidenciadas en resultados de

biometria hemética.

Procesamiento de Muestras de médula 0sea

La muestra de médula 6sea fue obtenida de raspado de la cabeza femoral, del canal
medular y de acetabulo, zonas en donde se distribuyen las HSCs y las HPCs® (Fig. 3).
Una vez obtenida la muestra de médula 6sea se colocé en medio RPMI (Hyclone),
suplementado con 5 % de suero fetal bovino (SFB) (Hyclone), penicilina-estreptomicina
1pl/ml (Gibco) y 5 ul/ml de heparina. Las muestras fueron procesadas utilizando dos

métodos: eluido y triturado.

Eluido
La muestra de médula 6sea se resuspendié con el medio de cultivo que contiene la muestra

y posteriormente, el sobrenadante fue filtrado y colocado en un nuevo tubo, utilizando un
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filtro de 100 micras (Corning). Después, la muestra restante se lavd 3 veces con 10 ml de
medio de cultivo (RPMI adicionado con 5% SFB y penicilina-estreptomicina 1pl/ml), filtrando
cada vez el sobrenadante. La muestra filtrada se centrifugd a 1200 rpm durante 8 min, se

retird el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 ml de medio de cultivo.

Triturado

La muestra de médula ésea restante después de los lavados se triturd utilizando un mortero
y agregando 2 ml de medio de cultivo. Después se agregaron 10 ml de medio para lavar el
pistilo y las paredes del mortero. La muestra se filtr6 utilizando un filtro celular de 100
micras, se agregaron 5 ml de medio para lavar el filtro y se centrifuga la muestra a 1200
rpm durante 8 min, se retird el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 ml de
medio de cultivo.

Las suspensiones celulares obtenidas de eluido y triturado se mezclaron y
posteriormente, se realiz el conteo celular con solucién de Turk (Goldel bell) y se obtuvo
la viabilidad celular con azul de tripano (Gibco). La suspensiéon celular obtenida fue

procesada para obtener células mononucleares.
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Figura 3. Zonas anatomicas de obtencién de muestra de médula 6sea. A. Zonas femorales donde se
distribuyen las HSCs y los HPCs. B. Zonas de obtencion de muestra de médula ésea sefialadas en recuadros
rojos.
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Obtencién de Células Mononucleares (CMN)

Después del conteo celular, la suspensién se coloco en tubos con ficoll (GE Healthcare), a
una relaciéon de 4 ml de muestra (maximo 300 x10° de células) y 3 ml de ficoll. Se modificd
el nimero de tubos utilizados dependiendo del total de células obtenidas por muestra, para
evitar saturacion celular para la obtencion de CMN. Los tubos se centrifugaron a 4009
durante 30 min, con desaceleracion de 1. Al finalizar, se obtuvieron tres fases, de las cuales
se obtiene la fase media, la cual contiene a las CMN. Dicha fase se lavo con 5 ml de PBS
estéril (Hyclone) y se centrifug6 a 1200 rpm durante 8 min. El sobrenadante fue descartado
y las células fueron resuspendidas en medio RPMI suplementado y su viabilidad celular fue

obtenida. Las CMN obtenidas fueron utilizadas para realizar los siguientes ensayos:

1. Citometria de flujo para determinar frecuencia de poblaciones hematopoyéticas y
mesenquimales.

2. Ensayos funcionales de colonias de progenitores hematopoyéticos (colony assay) y
de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F).

3. Cultivo para obtencion de MSC para ensayos funcionales de las mismas, tales como
ensayos de diferenciacion, proliferacion y determinacién de fenotipo de las MSC
utilizadas.

4. Criopreservacion para banco de CMN provenientes de médula 6sea normal.

Evaluacion de frecuencia de Células hematopoyéticas y de MSC por citometria de
flujo

Para la evaluacion de la frecuencia de las poblaciones de HSC, HPC y MSC en muestras
de médula 6sea, las CMN fueron incubadas con el reactivo de viabilidad LIVE/DEAD Fixable
Aqua (Invitrogen) a una concentracion de 1 pl por cada 1x10° CMN en 1 ml de PBS, durante
30 min a temperatura ambiente protegido de la luz. Una vez concluida la incubacion, las
CMN fueron lavadas con PBS y centrifugadas a 1200 rpm durante 8 min. Posteriormente,
las CMN fueron resuspendidas en buffer de citometria (PBS 1X, EDTA 1mMy 2% de SBF)
e incubadas durante 20 min a 4°C en oscuridad, con un panel de anticuerpos para la
determinacion de poblaciones de HSC, HPC y de MSC (Tabla 3). El detalle de los
anticuerpos utilizados se encuentra en la Tabla 4. Se realizé la tincién de 1x10® CMN por
tubo. Una vez concluida la incubacion, las células fueron fijadas con 250 ul de soluciéon de
lisis (Buffer de lisis (BD) al 10% en agua inyectable estéril) durante 10 min a 4°C en

oscuridad. Posteriormente, se lavaron las CMN con 1 ml de PBS y se centrifugaron a 2500
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rpm durante 5 min, se descart6 el sobrenadante y se resuspendieron en 50 pl de buffer de

citometria. Las CMN tefidas fueron leidas utilizando el citbmetro BD Canto Il.

Tabla 3. Panel de tincion de CMN derivadas de médula 6sea para evaluacion por citometria de flujo.

Poblacién celular Marcadores de Superficie Anticuerpos utilizados
HSC Linaje-CD34+CD38- Linaje-FITC, CD34 PECy7, CD38-PE,
CD90+CD49F+ CD90-APC, CD49f-PERCPCy5.5
HPC mieloides Linaje-CD34+CD38+CD90- Linaje-FITC, CD34 PECy7, CD38-PE,
CD45RA+CD135+ CD90-APC, CD135-PERCPCy5.5,
CD45RA Pacific blue
HPC linfoides Linaje-CD34+CD38-CD90- Linaje-FITC, CD34 PECy7, CD38-PE,
/lowCD45RA+CD135+ CD90-APC, CD135-PERCPCYy5.5,
CD45RA Pacific blue
MSC CD45-NGFR+CD90+/- CD45-PERCPCy5.5, NGFR-APC,
CD10+/- CD90 FITC, CD10 PE

Tabla 4. Detalle de anticuerpos utilizados en la tincién por citometria de flujo.

Anticuerpo Marca Dilucion
Linaje-FITC BD 1:50
CD34 PECy7 Biolegend 1:100
CD38 PE Biolegend 1:100
CD90 APC BD 1:100
CD49f PERCPCy5.5 BD 1:100

CD135-PERCPCy5.5 Biolegend 1:50
CD45RA Pacific blue Biolegend 1:50

CD45-PERCPCy5.5 Biolegend 1:100
NGFR-Alexa Fluor 647 BD 1:100
CD90 FITC Biolegend 1:100
CD10 PE Miltenyi 1:100

Ensayo de colonias de Progenitores Hematopoyéticos

Para determinar la frecuencia de progenitores hematopoyéticos en las muestras de médula
0sea, se sembraron 50,000 CMN en 1 ml de metilcelulosa (Stem Cell Technologies). El
ensayo se realiz6 por duplicado y se incubaron a 37°C con 5% de CO; durante 14 dias.
Posteriormente, se realizo el conteo de colonias, identificando los diferentes progenitores

hematopoyéticos:

a. CFU-G: Unidad formadora de colonias de granulocitos.
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b. CFU-M: Unidad formadora de colonias de monocitos.

c. CFU-GM: Unidad formadora de colonias de granulocitos-monocitos.
d. CFU-E: Unidad formadora de colonias de eritrocitos.

e. BFU-E: Unidad formadora de colonias de eritrocitos grandes.

f. Mixtas.

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

Para determinar la frecuencia de unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFU-F),
se sembraron 250,000 y 500,000 CMN en medio DMEM bajo en glucosa (Hyclone)
suplementado con 10% suero bovino fetal (Hyclone) y 1% de antibibtico
penicilina/estreptomicina 10,000U/ml (Gibco). El cultivo se incubd a 37° C en una atmosfera
humeda con 0.5% de CO2 durante 14 dias, realizando cambio de medio al séptimo dia.
Después de 14 dias, se retird el medio y se lavaron las células dos veces con 1ml de PBS
1X no estéril. Se dejaron secar a temperatura ambiente durante toda la noche, para
posteriormente tefiirlas con 2.0 ml de solucion Wright-Giemsa (Golden Bell) a temperatura
ambiente durante 2 min, transcurrido el tiempo se adicion6 1.5ml de solucién amortiguadora
de fosfatos y se incub6 durante 4 min. Posteriormente, se lavaron con agua corriente y se
dejaron secar. Posteriormente, se cuantificaron bajo el microscopio, utilizando una
cuadricula, donde cada cuadro mide 1 mm por lado. Se consider6 como colonia a un
conjunto de células que agrupadas median igual o mas de 1mmz2y crecian hacia una misma
direccién con un centro definido y como grupo a un agregado de células de menos de 1

mm?2 y mayor a 10 células con un centro definido.

Criopreservacion

Para obtener un banco de CMN de médula ésea normal, se congelaron entre 20-50 x108
CMN dependiendo de la cantidad total obtenida por muestra. Las CMN fueron
resuspendidas en 400 pl de medio RPMI suplementado (RPMI adicionado con 10% SFB y
penicilina-estreptomicina 1pl/ml) y posteriormente fueron agregadas a un medio de
congelacion que contiene 100 pl de DMSO (Sigma) y 500 ul de SFB (Gibco), previamente
incubado durante 5 min a -20°C. Las CMN fueron agregadas al medio de congelacion, se
mezcld y se colocaron en un contenedor de congelacion a -80°C. Después de 2hrs, fueron

almacenadas en nitrégeno liquido.
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Obtencion de MSC

Para obtener un cultivo de MSC, se cultivaron de 20-50 x10® CMN en cajas P100 (Corning)
en medio DMEM bajo en glucosa suplementado (DMEM adicionado con 10% SFB y
penicilina-estreptomicina 1pl/ml), dependiendo del ndmero total de CMN obtenidas por
muestra. Al tercer dia de cultivo, se eliminé el sobrenadante y se realiz6 cambio de medio.
Posteriormente, se realiz6 cambio de medio 1 vez por semana, hasta que las MSC

alcanzaron confluencia, la cual correspondia a la resiembra 0 (RO0).

Determinacion de fenotipo de MSC en cultivo

Uno de los principales criterios para determinar que el cultivo celular es de MSC, es la
expresion de marcadores de superficie especificos®”. Para determinar que las células
derivadas de médula 0sea eran MSC, las células se tripsinizaron en la resiembra 2 (R2) y
se procedio a tefiirlas para evaluar por citometria de flujo con los anticuerpos sefialados en
la tabla 5. Para la tincién por citometria, se realizaron los pasos descritos en la tincién de

CMN, con los siguientes cambios:

1. Laviabilidad no fue evaluada debido a que solo se verifico el fenotipo de las MSC.

2. Laincubacion de los anticuerpos fue a temperatura ambiente.

Tabla 5. Anticuerpos utilizados para la evaluacion del fenotipo de MSC en cultivo por citometria de flujo.

Anticuerpo Fluorocromo Dilucién
CD45 FITC/PERCPCy5.5 1:100
CD105 PERCPCy5.5 1:100
CD90 APC 1:100
CD73 PE 1:100
CDh31 FITC 1:100
CD140b PE 1:100

Ensayos de diferenciacion de MSC hacia adipocitos, condrocitos y osteoblastos

Las MSC derivadas de médula 6sea de adulto y de adultos mayores fueron tripsinizadas
cuando alcanzaron confluencia en RO, se les agregé 5 ml de tripsina (Hyclone) y se
incubaron durante 7 min a 37°C 5%CO-, después se agregaron 500 pul de SFB para detener
la actividad de la tripsina. Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS vy
contabilizadas. Los ensayos de diferenciacion se realizaron de dos formas: cualitativa y

cuantitativa.

53



Evaluacion cualitativa de la diferenciacion hacia Adipocitos, Osteoblastos y Condrocitos.

Para realizar los ensayos de diferenciacion cualitativa, se sembraron en placas de 48 pozos

(Corning), las siguientes cantidades de MSC:

- Para adipocitos: 10,000 MSC por pozo.
- Para osteoblastos: 5,000 MSC por pozo.

Los ensayos se realizaron por triplicado. Las MSC se cultivaron en medio DMEM
bajo en glucosa suplementado, y se realiz6 cambio de medio al dia siguiente. En todos los
ensayos se agreg6 un control de MSC, las cuales se cultivaron con medio DMEM bajo en
glucosa suplementado. Una vez que las MSC sembradas alcanzaron confluencia, se
cambio el medio por medio de induccion a diferenciacion hacia adipocitos u osteoblastos.
Las MSC en medio de induccion se dejaron durante 14 dias para osteoblastos y 21 dias
para adipocitos. Se realiz6 cambio de medio cada 7 dias. Una vez concluido el tiempo, se
realizé la tincién para evaluar la diferenciacion hacia adipocitos utilizando rojo oleoso y
hacia osteoblastos utilizando la tincibn de Von Kossa. Para realizar la tinciébn con rojo
oleoso, se retir6 el medio de cultivo y se agregaron 300 pl de formaldehido al 4% durante 3
min, después se retird el sobrenadante y se afiadieron 300 ul de propilenglicol absoluto
durante 10 min. Una vez concluido el tiempo, se retir6 el sobrenadante y se afiadieron 300
ul del reactivo rojo oleoso previamente filtrado y se incubé a 60°C durante 30 min.
Posteriormente se retird el exceso de colorante y se agregaron 300 ul de propilenglicol al
85% por 3 min. Por ultimo, las células se lavaron con agua destilada y se contratifieron con
300 ul de hematoxilina de Harris (Golden Bell) durante 10 min, una vez transcurrido el
tiempo se retir6 el exceso de colorante, se realizé un nuevo lavado con agua destilada, y
posteriormente las células se montaron usando Super Mount (Biogenex). La tincion se
observé utilizando un microscopio invertido (Olympus) para identificar las células positivas,
siendo aquellas con vacuolas lipidicas brillantes afines al colorante rojo oleoso. Para la
tincién de Von Kossa, se retir6 el sobrenadante y se lavaron las células con 300ul de agua
destilada, posteriormente se incubaron con 300 ul de nitrato de plata durante 20 min bajo
exposicion de luz (lAmpara). Una vez transcurrido el tiempo, se incubaron con hipoclorito
de sodio al 0.01% durante 5 min, posteriormente se lavaron las células con agua corriente,
se contratifieron con hematoxilina de Harris y por ultimo, se montaron utilizando Super

Mount.
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Para evaluar la capacidad de diferenciacion de las MSC hacia condrocitos, se
colocaron 250,000 MSC en un tubo conico de 15 ml en un volumen de 500 pl de medio
DMEM bajo en glucosa, se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 min. Posteriormente, se
retir6 el medio DMEM y se sustituyé por medio de induccion hacia diferenciacion de
condrocitos. El medio fue cambiado cada tercer dia durante 28 dias. Una vez concluido este
tiempo, las micromasas formadas fueron lavadas con PBS, posteriormente deshidratadas
en un gradiente de alcoholes al 70%, 80%, 90% y 100% durante 2 horas cada uno.
Después, se pasaron a xilol y fueron incluidas en parafina. Una vez incluidas, fueron
cortadas y colocadas en laminillas para realizar la evaluacién de diferenciacion hacia
condrocitos. Las micromasas fueron tefiidas con H&E y la tincion de tricrémica de Masson
kit Hycel).

Evaluacién cuantitativa de la diferenciacién de las MSC hacia adipocitos, osteoblastos y

condrocitos.

Para realizar los ensayos de diferenciacién cuantitativa, se sembraron en placas de 24

pozos (Corning), las siguientes cantidades de MSC:

- Para adipocitos: 30,000 MSC por pozo.
- Para osteoblastos: 25,000 MSC por pozo.

El procedimiento de diferenciacion se siguié de la misma forma que en la evaluacion
cualitativa, la diferencia fue en la evaluacién de la diferenciacién. Tanto para adipocitos
como para osteoblastos, una vez que paso el tiempo de induccién hacia la diferenciacion,
las MSC fueron lavadas con PBS, tripsinizadas y contabilizadas. Después, fueron
colocadas en laminillas, en gotas de PBS que contenian 5,000 células. Se colocaron 3 gotas
de 5,000 células por laminilla, correspondiendo una de ellas al control de diferenciacion. En
el caso de adipocitos, se secaron las laminillas y se fijaron con paraformaldehido para
después realizar una tincion con Lipidtox (ThermoScientific), un colorante fluorescente que
se adhiere a las vacuolas lipidicas. Después se agregd DAPI para tefiir los nacleos. Las
laminillas fueron escaneadas utilizando el escaner de fluorescencia Aperio FL (Leica
Biosystems) a un aumento de 20X y la cuantificacion se realizé con el software de analisis
de imagen ImageScope, cuantificando el area positiva para la marca de lipidtox. Para los
osteoblastos, las laminillas fueron fijadas con metanol frio y posteriormente fueron tefiidas
por IHQ para el marcador osteocalcina. Las laminillas fueron escaneadas utilizando el

escaner de campo claro Aperio CS2 (Leica Biosystems) a un aumento de 20X y el analisis
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de imagen se realiz6 utilizando el software ImageScope, en el cual se cuantificaron las

células positivas para osteocalcina con respecto a las negativas.

Con respecto a la diferenciacién hacia condrocitos se realizé el mismo procedimiento
de la evaluacion cualitativa. Una vez que se obtuvieron cortes de las micromasas, se
procedié a tefirlas mediante IHQ utilizando el marcador Agrecan. Las laminillas fueron
escaneadas utilizando el escaner de campo claro Aperio CS2 a un aumento de 40X y la
cuantificacién del area positiva se realizd utilizando el software de analisis de imagen
ImageScope.

Ensayos de proliferacion de MSC

Para evaluar la capacidad de proliferacion de las MSC derivadas de adultos y adultos
mayores, se utilizo el método de evaluacion de doblaje poblacional, descrito
anteriormente*®, Una vez que alcanzaron confluencia en RO, las MSC fueron tripsinizadas
y se resembraron 1 x10° MSC en cajas P100, después de 10 dias, las MSC fueron
tripsinizadas y contadas con azul de tripano y posteriormente, se volvieron a resembrar a
una densidad de 1 x10° MSC y se repitié el proceso a los 10 dias. El nimero de doblajes

poblacionales (NPD) se calculé utilizando la siguiente formula:
NPD= Log 10(N/No) x 3.33

Donde:

No= Poblacion inicial

N= Poblacion final

El proceso se repitié hasta que el NPD fue 0 y este se mantuvo durante tres lecturas

y las células presentaron la morfologia caracteristica de células senescentes.

Ensayos de la capacidad de soporte hematopoyético mediante un sistema de
cocultivos

Para realizar la evaluacion de la capacidad de soporte hematopoyético de las MSC
derivadas de médula 6sea de adultos y de adultos mayores, se realizaron cocultivos entre
éstas y HSPCs CD133+CD34+.

Preparacion de capas de MSC
Las MSC obtenidas de la resiembra 2 fueron cultivadas en placas de 24 pozos, a una

concentracion de 1x10* MSC por pozo con 1ml de medio DMEM suplementado a 37°C 5%
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CO.. Una vez que alcanzaron confluencia aproximada del 80%, se agregaron 2 ug/ml de
mitomicina (Bristol) para inhibir la proliferacion de las MSC. La solucion se incub6 durante
24 horas, después se lavo tres veces con PBS y se agregdé medio DMEM suplementado y
fueron incubadas a 37°C 5% COs,.

Obtencién de células HSPCs Linaje-CD133+CD34+

Las células HSPCs CD34+CD133+Linaje- fueron obtenidas de muestras de sangre
periférica movilizada (SPM) (n=3), las cuales formaban parte del banco de células
almacenadas en nitrégeno liquido. Para lo cual, se procedié a descongelar las muestras,
siguiendo el siguiente protocolo. Se utiliz6 medio RPMI suplementado a una temperatura
aproximada de 37°C en un tubo estéril de 15 ml, el cual se agreg6 lentamente al vial
conteniendo las células de SPM. Posteriormente, la solucién del medio con las células fue
colocada en el tubo de 15 ml con medio suplementado e incubado durante 10 min a 37°C
5% CO.. Trascurrido el tiempo se centrifugd la muestra a 12000 rpm durante 8 min, se
eliminé el sobrenadante y las células fueron lavadas con 10 ml de PBS. Después se
centrifugaron, se eliminé el sobrenadante y las células se resuspendieron en PBS pH 7.4
suplementado con 0.5% SFBy 2mM EDTA (Sigma).

Posteriormente, se procedid a la obtencion de células linaje negativo utilizando el kit
de deplecion de linaje hematopoyético (MILTENY]I), para lo cual CMN obtenidas fueron
contadas y la suspension celular se centrifugé a 300 g por 10 min y se descartd por
completo el sobrenadante. Las CMN fueron resuspendidas en 40ul de buffer, se agreg6
10ul del coctel de anticuerpos acoplados a biotina y se incub6 durante 10 min a 4°C. Una
vez transcurrida la incubacion, las CMN fueron lavadas con 1ml de buffer y se centrifugaron
a 300 g por 10 min y se descartd el sobrenadante. Las células fueron resuspendidas en 80
ul de buffer y se agregaron 20 ul de microperlas anti-biotina y fueron incubadas por 15 min
a 4°C. Se lavaron nuevamente las células con 1 ml de buffer y fueron centrifugadas, se
descartd el sobrenadante y se resuspendieron en 500 ul de buffer hasta una cantidad de
108 células. Una vez resuspendidas se procedi6 a la separacion magnética, para la cual se
colocé una columna LD en el campo magnético de un separador MACS y se preparo la
columna con 3 ml de buffer. Una vez lista la columna, se agregé la suspension celular a la
columna y se colectaron en un tubo de 15 ml, siendo esta la fraccion enriquecida en células

linaje negativas. Se lavo 3 veces la columna con 3ml de buffer cada vez.
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Una vez obtenidas las células linaje negativas, la suspension celular se centrifug6 a
300 g x 10 min. Se descarto el sobrenadante y se resuspendieron la células en 200 ul de
buffer, se agregaron 50 ul de microperlas diamante CD133 (CD133 Diamond Microbeads)
y se incubd por 30 min a 4°C. Se lavaron las células con 5 ml de buffer y se centrifugaron.
Una vez descartado el sobrenadante, las células linaje negativas fueron resuspendidas en
500 ul de buffer y se procedi6 a realizar la separaciébn magnética. Previamente, se coloco
una columna MS en el campo magnético de un separador MACS y se preparé la columna
con 500 ul de buffer. Una vez lista, se agregaron las células linaje negativas a la columnay
se colectaron las células no marcadas en un tubo de 15 ml. Se lavé la columna 3 veces con
500 ul de buffer cada vez correspondiendo esta fraccion a las células linaje negativas
CD133-. Posteriormente, se colocé 1ml de buffer en la columna, y se presion6 firmemente
utilizando el embolo proporcionado con la columna, colectando el afluente en otro tubo de

15 ml, siendo esta la fraccion Linaje negativo CD133+.

Una vez obtenidas las fracciones linaje negativo CD133+ y CD133-, se corroboro el
fenotipo de estas dos poblaciones por citometria de flujo, agregando los marcadores CD34
y CD38 para conocer el porcentaje de células CD34+ obtenidas, ademas las proporciones
de progenitores con CD38. Los anticuerpos utilizados fueron CD133-PE (Miltenyi, 1:100),
CD34-PECy7 (Biolegend, 1:100) y CD38-FITC (BD).

Ensayos de Cocultivos

Una vez obtenidas las capas de MSC y las HSPCs CD133+CD34+ Linaje-, se realizaron
los ensayos de cocultivos (Fig. 4). Para lo cual, se les retird el medio a las MSC derivadas
de adultos y adultos mayores y se agregaron 1x10* HSPCs CD133+CD34+Linaje-,
resuspendidas en 1 ml de medio libre de suero Stem Span (Stem Cell Technologies). Los

ensayos se hicieron por duplicado considerando las siguientes condiciones:

HSPCs.

HSPCs en medio de cultivo suplementado con 10 ng/ml de SCF, IL-6, TPO vy FIt3.
HSPCs en capa de MSC de adulto.

HSPCs en capa de MSC de adulto mayor.

o > 0 nh e

HSPCs en capa de MSC de adulto en medio de cultivo suplementado con 10 ng/ml
de SCF, IL-6, TPO y FIt3.

6. HSPCs en capa de MSC de adulto mayor en medio de cultivo suplementado con 10
ng/ml de SCF, IL-6, TPO y FIt3.
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Figura 4. Estrategia experimental del ensayo de cocultivos de HSPCs CD133+CD34+ en capas de MSC
derivadas de médula 6sea de adultos y de adultos mayores. Se muestran las dos condiciones evaluadas,
HSPCs CD133+CD34+ en capas confluentes de MSC de adultos y adultos mayores (1) y HSPCs en capas de
MSC de adultos y adultos mayores en presencia de la citocinas IL-6, SCF, TPO y FIt3. SPM: Sangre periférica
movilizada.

A los 7 dias de cultivo, se evalud la proliferacion de células nucleadas, el nimero de
progenitores hematopoyéticos y la expansion de la poblacion de HSPCs en dos fracciones
del cocultivo: fraccion no adherente, considerada el sobrenadante del cultivo y fraccién
adherente, aquellas células adheridas a las MSC. Para obtener la fraccion no adherente,
se tomé el sobrenadante y se lavaron los pozos con 1 ml de PBS, para obtener todas
aquellas células no adheridas a las MSC y se centrifugé a 12000 rpm durante 8 min. La
fraccion adherente se obtuvo tripsinizando la capa de MSC durante 7 min a 37°C, proceso
que fue detenido utilizando 100 ul de SFB (Gibco). Posteriormente se obtuvo la suspension
celular y se lavaron los pozos con 1ml de PBS para obtener todas las células, y se centrifug6
la suspension celular a 1200 rpm durante 8 min. Una vez obtenidas las células de ambas
fracciones, se contaron con azul de tripano para obtener el nimero total de células. En
cuanto a la fraccion adherente, por tamafio se discriminaron las MSC y solo se
contabilizaron las células hematopoyéticas. Para evaluar el nimero de progenitores
hematopoyéticos, se tomaron 2,000 células por cada condiciébn y se cultivaron en
metilcelulosa. Después de 14 dias, se realiz6 la evaluacién del nUmero de colonias. La

expansion de la poblaciéon de HSPCs, se evalud por citometria de flujo siguiendo el
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protocolo descrito para tincion de CMN, utilizando los anticuerpos CD133-PE (Miltenyi),
CD34-PECy7 (Biolegend) y CD38-FITC (BD).

Procesamiento de cabeza femoral

Durante la cirugia de reemplazo de cadera, las cabezas femorales fueron cortadas al nivel
del canal femoral, removidas y reemplazadas por cabezas femorales artificiales. Una vez
removida la cabeza femoral, ésta fue colocada en un recipiente con 500 ml de solucion

fijadora (formol al 10%).

Fijacion

Las cabezas femorales se mantuvieron en solucién fijadora durante toda la noche.
Posteriormente, las cabezas femorales fueron cortadas longitudinalmente utilizando una
sierra cortadora de tejido, con ayuda de un técnico especializado del area de patologia del
Hospital de Oncologia de Centro Médico Siglo XXI. Esto se realiz6 para optimizar la fijacion

del tejido y su posterior procesamiento. Una vez cortadas, se colocaron nuevamente en

solucion fijadora durante 24 horas.

Descalcificacion

Después de la fijacion, los segmentos de cabeza femoral fueron cortados en piezas de 2-3
cm de largo y cada uno fue colocado en casetes histologicos. Los segmentos de médula
6sea fueron sumergidos en solucién de descalcificacion (EDTA (Sigma) al 12% en PBS
(Sigma) pH 8.0) y se mantuvieron a temperatura ambiente y en agitacién durante 10 dias,
con cambios de solucién de descalcificacién cada 2 dias. Una vez concluido el tiempo, los
segmentos de médula 6sea fueron revisados para corroborar que tuvieran textura de

esponja, indicativo de que se encontraban descalcificados.

Deshidratacion e inclusion en parafina

Los segmentos de médula 6sea descalcificados fueron lavados con agua corriente durante
30 min y posteriormente, fueron colocados en alcohol al 70%. El proceso de deshidrataciéon
e inclusibn en parafina (Paraplast) se realizd utilizando un procesador de tejidos

multifuncional automatizado (KOS/Milestone).

Evaluacion histolégica de las biopsias de médula 6sea
Se obtuvieron cortes histoldgicos de un grosor de 3 um de las biopsias de médula 6sea, los
cuales fueron teflidos con hematoxilina & eosina (H&E), para la evaluacion histopatolégica.

Para realizar la tincion de H&E, las biopsias fueron desparafinadas a 60°C durante toda la
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noche, hidratadas utilizando sustitutos de xilol (ottix plus) y de alcoholes (Ottix shaper) y
enjuagadas con agua corriente. Fueron sumergidas en hematoxilina de Harris (Merck
Millipore) durante 1 min, en alcohol acido durante 10 segundos y por ultimo, en carbonato
de litio para virar la hematoxilina. Después, fueron lavadas con agua corriente, sumergidas
en ottix shaper y tefiidas con eosina durante 1 min, fueron enjuagadas y deshidratadas
utilizando ottix shaper y ottix plus y se montaron utilizando medio de montaje Entellan
(Millipore). Las tinciones de H&E de las biopsias de médula 6sea fueron evaluadas por dos
hematopat6logos independientes, para determinar la calidad y funcionalidad del tejido. Los

criterios de evaluacion fueron los siguientes:

Presencia de zonas con tejido hematopoyético intacto.
Porcentaje de celularidad de la muestra.
Relacion mieloide: eritroide en la muestra.

Numero de megacariocitos por mm?.

o~ 0D PE

Presencia o ausencia de osteoblastos, ademas si se encontraban activos o
inactivos.

6. La existencia de alteraciones en la diferenciaciéon de los diferentes linajes
hematopoyéticos.

7. Determinar si la muestra es funcional como muestra normal.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Las muestras descritas como como funcionales fueron tefiidas mediante
inmunohistoquimica (IHQ), utilizando el marcador CD34 para validar su funcionalidad para
IHQ. Las laminillas fueron desparafinadas a 60°C durante toda la noche, rehidratadas
utilizando ottix plus (2 veces por 8 min), ottix shaper (2 veces por 5 min) y agua corriente
por 5 min. La recuperacion de antigeno se realiz6 en el procesador multifuncional de tejidos
(KOS) a 110°C por 5 min, con buffer de citratos pH 6. El bloqueo de la actividad de la
peroxidasa endogena se realizé cubriendo el tejido con Bloxall (Vector Laboratories)
durante 20 min a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con PBS Tween al 0.05%.
El bloqueo de antigenos se realizé con suero normal de caballo al 2.5%, reactivo que forma
parte del kit de IHQ Impress anti-rabbit (Vector Laboratories), durante 20 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se incubaron con el anticuerpo primario (CD34 1:5000) durante
toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, fueron incubados con el anticuerpo secundario anti-
rabbit (kit Impress, Vector laboratorios) durante 30 min a temperatura ambiente. El revelado

de la tincion se realizé con diaminobenzidina (DAB) (Vector laboratories) y la contratincion
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con hematoxilina. Las laminillas fueron deshidratadas y montadas con medio entellan. Una
vez listas, se revisaron al microscopio para identificar la presencia de marca positiva y su

especificidad, como se muestra en la figura 5.

Figura 5. Tincién de CD34 para determinar funcionalidad de la muestra. Imagen representativa de muestra
de médula ésea positiva para marcaje con CD34 por IHQ. Vasos sanguineos marcados con flecha y células
hematopoyéticas CD34+ marcadas con cabezas de flecha.

Después de corroborar su funcionalidad, tanto por la evaluacién histolégica como
por la tincibn de CD34, las muestras fueron tefiidas por IHQ con anticuerpos especificos
para detectar las distintas poblaciones celulares residentes de médula ésea, los cuales se
detallan en la tabla 6. La informacion acerca de los anticuerpos se encuentra en el Anexo
3.

Andlisis de imagen

Cuantificacion de poblaciones celulares

Las tinciones de las distintas poblaciones celulares fueron escaneadas utilizando el escaner
Aperio CS2 (Leica Biosystems), a un aumento de 20X. Utilizando el software de analisis de
imagen Image Scope (Leica Biosystems), se realizaron capturas de imagenes a un aumento
de 20X, utilizando la funcién de screenshot de tres zonas hematopoyéticas al azar. Dichas
imagenes fueron utilizadas para la cuantificacion de las poblaciones celulares. Para la
cuantificacion de los marcadores MPO, NGFR, CD163, CD68 y E-caderina se cuantifico el
area positiva con respecto al area hematopoyética, utilizando un pipeline disefiado
mediante el software Cell Profiler, con excepcion de NGFR en el cual se utilizd un pipeline

previamente disefiado®®®,
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Tabla 6. Anticuerpos utilizados para la deteccion de las poblaciones celulares residentes en médula 6sea.

Poblacion celular Anticuerpo Dilucién
HSPCs CD34 1:5000
Progenitores linfoides B Pax5 1:500
Linfocitos T CD3 1:150
Linfocitos B CD20 1:150
Células mieloides en Mieloperoxidasa 1:250
maduracion (MPO)

Progenitores eritroides E-caderina 1:200
Megacariocitos CD31 1:600
Monocitos/macréfagos CD68 1:2500
Macrofagos CD163 1:500
MSC NGFR 1:50
Adipocitos Perilipina 1:1000
Osteoblastos Osteocalcina 1:10000
Arterias y capilares a-SMA 1:2500

Para la cuantificacion de los marcadores CD31 y a-SMA, se cuantific el nimero de
objetos positivos totales con respecto al area de hematoxilina; mientras que la cuantificacion
de las células positivas para CD34 fue mediante la cuantificacion de las células positivas
con respecto al numero total de ndcleos presentes en la imagen, utilizando Cell Profiler. La
cuantificacién de la poblacién de adipocitos fue realizada utilizando un pipeline previamente
publicado®®®, en el cual se determina el area cubierta por los adipocitos. Los pipelines

creados y utilizados pueden descargarse en https://github.com/Alicia-AguilarN/Cell-Profiler-

pipelines.

La cuantificacion de las poblaciones linfoides (Pax5, CD3 y CD20) fue realizada
utilizando el software de andlisis de imagen QuPath, debido a que la tincién nuclear tan
especifica genera fondo utilizando Cell Profiler. En el software Qupath se utilizaron las
funciones Analyze -> Cell Analysis ->Positive cell detection, los cuales arrojan el nimero
total de células positivas con respecto al nimero total celular. Con respecto a osteocalcina,

las trabéculas fueron contabilizadas manualmente utilizando un aumento de 10X.

Evaluacion de asociaciones in situ
Para determinar si las poblaciones de HSPCs CD34+ y los adipocitos se asociaban in situ,
se utilizé un pipeline disefiado en CellProfiler en el cual se identifica si células de una

poblacion celular en especifico se encuentran en contacto con células de otra poblacion. La
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evaluacién de la distancia entre la poblacién de HSPC CD34+ a vasos sanguineos se
realizo con el software Image J en el cual se identificaron ambas poblaciones y se cuantifico
su distancia. Por otro lado, para la cuantificacion de la densidad de células MPO+ en el area
alrededor de los adipocitos y en parénquima, se utilizé el software ImageScope, aplicando
el algoritmo Positive Pixel Count, el cual arroja analisis de pixeles positivos en colores desde

amarillo hasta rojo y los pixeles negativos en azul.

Imagenologia por citometria de masas (IMC)

Se utilizé la tecnologia de imagenologia por citometria de masas (IMC) para evaluar la
relacién in situ entre las poblaciones celulares presentes en médula ésea. La tecnologia de
IMC permite visualizar hasta 40 anticuerpos en un solo corte de tejido. Se utilizaron cortes
de médula 6sea de adulto (n=2) y de adulto mayor (n=3) y se tifieron para la deteccion de
12 marcadores, los cuales se detallan en la tabla 7. El protocolo de tincion de IMC que se
utilizé fue previamente reportado por Chang y colaboradores®’, el cual consiste en un
protocolo similar a la IHQ, con excepcién de que no se realiza bloqueo de la actividad de la
peroxidasa enddgena ya que no se realiza incubacion con anticuerpo secundario ni
revelado con algun cromogeno. Esto es debido a que se utilizan anticuerpos acoplados a
un metal no esencial, los cuales son detectados por un equipo de citometria de masas
acoplado a un sistema de imagen llamado Hyperion Imaging System. Hyperion utiliza
plasma como conductor, pulveriza la muestra y va detectando estos metales y les asigna
coordenadas y reconstituye por coordenadas la posicién del metal en la muestra y por

consiguiente, las coordenadas del anticuerpo al que se encuentra acoplado (Fig. 6).

Estadistica

Para el andlisis estadistico se utilizé el software GraphPad Prism versiéon 5 para Windows
(GraphPad software, San Diego California USA, www.graphpad.com). La comparacion
entre dos grupos (adultos y adultos mayores) se realizé aplicando la prueba t no pareada
(paramétrica) y Mann-whitney (no paramétricas). Comparacion entre mas de dos grupos
fue analizada utilizando Anova de dos vias y la post prueba de Bonferroni. Las asociaciones
entre las densidades de las poblaciones celulares fueron analizadas utilizando la prueba de

correlacion de Pearson. Los datos son mostrados como media + SEM.

64



Tabla 7. Anticuerpos acoplados a metales no esenciales utilizados para la tincién por IMC de cortes de médula
Osea de adultos y adultos mayores.

Metal Anticuerpo Dilucién Poblacion detectada
141Pr a-SMA 1:5000 Arterias y capilares
142Nd Perilipina A 1:100 Adipocitos

145Nd CD31 1:250 Megacariocitos y ECs
146Nd MPO 1:2,000 Células MPO+

158Gd CD34 1:100 HSPCs y ECs

159Th CD68 1:5,000 Monocitos-macréfagos
160Gd NGFR 1:50 MSC

161Dy CD20 1:150 Linfocitos B

163Dy CD163 1:10 Macréfagos

170Er CD3 1:150 Linfocitos T

174Yb E-caderina 1:200 Progenitores eritroides
191/193Ir Intercalador Marcador de nucleo

Mezcla de Ab
conjugados con metales

‘ Tejido

Analisis de Imagen

¥

pete 1,
Células
%’ Adquisicion de datos

Citometro
de masas

Ablacion laser acoplado a
citometria de masas

Laser UV

Figura 6. Imagenologia por citometria de masas. Diagrama representando los pasos implicados en el
proceso de imagenologia por citometria de masas, desde la tincidn, ablacion hasta la adquisicion de los datos.
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Resultados

Muestras de médula 6sea de adultos y adultos mayores

Se recolectaron 58 muestras de médula ésea de pacientes en cirugia de reemplazo de
cadera. Las muestras pertenecen a pacientes hematoldgicamente sanos de edades entre
50 y 92 afos, cuyos parametros hematologicos se encuentran dentro de los rangos
normales. Las muestras se dividieron en dos grupos de edad: adultos (50-64 afios) y adultos
mayores (65-92 afios). En la tabla 8, se describen los valores absolutos promedio de las
poblaciones hematopoyéticas presentes en sangre periférica, de ambos grupos de edad. A
pesar de que ambos grupos presentaron valores en el rango normal, observamos que los
adultos mayores en promedio presentan un mayor nimero total de células mieloides en
sangre periférica, comparado con el grupo de adultos, de las cuales las poblaciones que se
incrementan corresponden a neutréfilos y a monocitos. Por otro lado, el grupo de adultos
mayores presenta una disminucion en el nimero absoluto de linfocitos en sangre periférica,
comparado con el grupo de adultos. Mientras que el nimero absoluto de eritrocitos, el

porcentaje de hematocrito y las plaguetas no presentaron cambios en los grupos de edad.

Tabla 8. Pardmetros de sangre periférica de pacientes hematol6gicamente sanos entre 50 y 92 afios de edad.

Grduepo Leucocitos mcigll(l;ilg:s Neutréfilos ~ Monocitos  Linfocitos  Eritrocitos  Hematocrito  Plaquetas
3 3 3 3 3 o 3

edad 107/ul 10°l 107/ul 107/l 107/ul 107/ul (%) 107/l
50-64

afios 7.15+.59 4.92+.39 4214038  0.52+0.04  2.26+0.14  4.62¢0.08  40.67+0.74 254.1+11.09
n=28

65-92

afios 8.36+.73 6.54+.55 5.70+0.53  0.64+0.04  1.78+0.13  4.55+0.09  41.16+0.80 274.6+15.37
n=30
ng'lrfs P=0.21 P=0.02 P=0.02 P=0.04 P=0.01 P=0.58 P=0.66 P=0.28

Frecuencia de poblaciones troncales y progenitoras hematopoyéticas y MSC en
médula ésea de adultos y adultos mayores por citometria de flujo

Se obtuvieron células mononucleares (CMN) a partir de las muestras de médula ésea de
adultos y adultos mayores, las cuales fueron tefiidas con un panel de anticuerpos (Tabla 3),
para evaluar por citometria de flujo las frecuencias de las siguientes poblaciones
hematopoyéticas: HSPCs CD34+, HSC, progenitores mieloides-linfoides (MLP),
progenitores mieloides comunes (CMP), progenitores de granulocitos-monocitos (GMP) y

progenitores de megacariocitos-eritroides (MEP). La estrategia de delimitacion de

66



poblaciones se describe en la figura 7A. La frecuencia de la poblacién total de HSPCs
CD34+ (Linaje-CD34+) en CMN, no presenté diferencias entre el grupo de adultos y adultos
mayores (30.51 + 6.92 (n=11) vs 19.48 + 4.34 (n=16), P=0.16) (Fig. 7B). Posteriormente,
se evaluo la frecuencia de las poblaciones de troncales y progenitores hematopoyéticos a
partir de la poblacion CD34+, encontrandose que la frecuencia de la poblacion de HSC
(Linaje-CD34+CD38-CD90+CD49f+) no presento diferencias en ambos grupos (0.72 £ 0.25
(n=10) vs 0.58 £ 0.16 (n=14), P=0.63) (Fig. 7C). En cuanto a la poblacion de MLP (Linaje-
CD34+CD38-CD90-CD45RA+), no se encontraron diferencias entre los grupos (0.08 + 0.05
(n=6) vs 0.20 + 0.12 (n=7), P=0.28) (Fig. 7D). Con respecto a los progenitores mieloides,
tanto CMP (Linaje-CD34+CD38+CD90-CD135+CD45RA-) (2.08 £ 0.74 (n=7) vs 7.56 + 2.90
(n=10), P=0.14) como GMP (Linaje-CD34+CD38+CD90-CD135+CD45RA+) (1.64 + 1.29
(n=7) vs 2.98 * 1.93 (n=5), P=0.55) no se encontraron diferencias entre los dos grupos (Fig.
7E-F). Por otro lado, la frecuencia de los progenitores MEP (Linaje-CD34+CD38+CD90-
CD135-CD45RA-), tampoco presentaron diferencias en los grupos evaluados (48.39 + 5.67
(n=11) vs 50.22 + 5.53 (n=16), P=0.82) (Fig. 7G).

Debido a que las MSC han sido descritas como cruciales para la regulacion de la
hematopoyesis'®®, decidimos evaluar si habia cambios en su frecuencia en ambos grupos
de estudio, utilizando la poblacion CD45-NGFR+. En la figura 7H, se muestran diagramas
de puntos representativos de la poblacion MSC CD45-NGFR+ delimitada a partir de CMN
de adultos y adultos mayores. Se encontré que la poblacion de MSC CD45-NGFR+ no
presenté cambios en los dos grupos evaluados (0.11 + 0.04 (n=14) vs 0.04407 + 0.01225
(n=14), P=0.13) (Fig. 71).

Frecuencia y funcionalidad de progenitores hematopoyéticos y MSC en médula
O0sea de adultos y adultos mayores mediante ensayos de formacion de colonia in
vitro

Una vez que se observo que la frecuencia de HSPCs y de MSC por citometria de flujo no
presentd diferencias en los dos grupos de estudio, decidimos evaluar la frecuencia de
progenitores hematopoyéticos y de MSC mediante ensayos de colonia, los cuales ademas
de arrojar la frecuencia, proporcionan informacion acerca de la funcionalidad de las
poblaciones celulares evaluadas. La frecuencia de progenitores hematopoyéticos se evalu6
mediante el ensayo de colonias de progenitores en metilcelulosa y las MSC mediante el

ensayo de CFU-F. En la figura 8, se muestran imagenes representativas de las colonias
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Figura 7. Frecuencia de poblaciones hematopoyéticas y MSC en médula 6sea de adultos y adultos
mayores por citometria de flujo. A. Estrategia de delimitacion de poblaciones hematopoyéticas. HSCs se
delimitaron con los marcadores Linaje-CD34+CD38-CD90+CD49f+; progenitores mieloides, GMP (Linaje-
CD34+CD38+CD90-CD135+CD45RA+) y CMPs (Linaje-CD34+CD38+CD90-CD135+CD45RA-); MLP (Linaje-
CD34+CD38-CD90-CD45RA+); y MEP (Linaje-CD34+CD38+CD90-CD135-CD45RA-). B. Gréafica mostrando la
frecuencia de la poblacién total de CD34+ a partir de CMN linaje negativas de médula 6sea de adultos y adultos
mayores. Prueba t no pareada, P=0.16. C. Gréfica mostrando la frecuencia de la poblacién de HSC a partir de
la poblacion linaje negativa CD34+. Prueba t no pareada, P=0.63. D. Grafica mostrando la frecuencia de la
poblacién de MLP a partir de la poblacion linaje negativa CD34+. Prueba t no pareada, P=0.28. E. Gréfica
mostrando la frecuencia de la poblacion de CMP a partir de la poblacion linaje negativa CD34+. Prueba t no
pareada, P=0.14. F. Grafica mostrando la frecuencia de la poblacién de GMP a partir de la poblacién linaje
negativa CD34+. Prueba t no pareada, P=0.55. G. Grafica mostrando la frecuencia de la poblaciéon de MEP a
partir de la poblacion linaje negativa CD34+. Prueba t no pareada, P=0.82. H. Plots representativos de la
poblacion de MSC CD45- NGFR+ en ambos grupos, tanto en adultos como adultos mayores. |. Gréfica
mostrando la frecuencia de la poblacion de MSC CD45-NGFR+ a partir de CMN de médula 6ésea de adultos y
adultos mayores. Prueba t no pareada, P=0.13.
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de progenitores hematopoyéticos evaluados: unidad formadora de colonias de granulocitos
(CFU-G), unidad formadora de colonias de monocitos (CFU-M), unidad formadora de
colonias de granulocitos-monocitos (CFU-GM), unidad formadora de colonias eritroides
tempranas (CFU-E), unidad formadora de colonias eritroides tardias (BFU-E) y unidad
formadora de colonias multipotentes. En cuanto al nUmero total de colonias de progenitores
hematopoyéticos por cada 100,000 CMN, no se encontraron diferencias en los grupos de
adultos y adultos mayores (696.4 + 112.2 (n=13) vs 712.9 £ 73.42 (n=22), P=0.89) (Fig. 8B).
Al evaluar la frecuencia de colonias de progenitores en mieloides totales (455.4 + 75.59
(n=13) vs 451.0 + 48.50 (n=22), P=0.95) eritroides totales (230.2 + 43.13 (n=13) vs 230.2 +
43.13 (n=13), P=0.65) y multipotentes (12.79 + 3.287 (n=11) vs 12.30 + 1.666 (n=16),
P=0.88) no se encontraron diferencias en adultos y adultos mayores, respectivamente (Fig.
8C-E). Al evaluar las colonias de progenitores especificos de linaje mieloide, se encontré
que presentaron frecuencias similares en ambos grupos, tanto de progenitores de
granulocitos (294.6 + 54.86 (n=13) vs 289.1 + 33.37 (n=23), P=0.92); progenitores de
monocitos (120.6 + 18.82 (n=13) vs 110.8 £ 17.18 (n=23), P=0.71); y progenitores de
granulocitos-monocitos (40.20 £ 7.303 N=13 vs 31.74 + 7.529 (n=23), P=0.46) (Fig. 8F-H).
Con respecto a los progenitores especificos de linaje eritroide, tampoco se observaron
diferencias en su frecuencia en ambos grupos de estudio, progenitores eritroides tempranos
59.22 + 12.99 (n=13) vs 74.03 £ 15.09 (n=23), P=0.51) y progenitores eritroides tardios
(171.0 £ 39.00 (n=13) vs 168.0 + 23.56 (n=23), P=0.94) (Fig. 8I-J).

El ensayo de CFU-F nos permite evaluar la frecuencia de MSC con capacidad de
formar colonias, con lo cual se evalla su frecuencia en la muestra y su funcionalidad. En la
figura 8K, se observan imagenes representativas del ensayo de CFU-F, mostrando colonias
de fibroblastos tefiidas con Wright-Giemsa tanto de adultos como de adultos mayores. Al
evaluar su frecuencia por cada 100,000 CMN, se observé una tendencia a ser menor en el
grupo de adultos mayores, la cual no alcanzé diferencia estadisticamente significativa
(3.131 + 0.8470 (n=16) vs 1.884 + 0.2551 (n=25), P=0.10, f test P <0.0001) (Fig. 8L). Con
respecto a la observacion de la tendencia a disminuir en el grupo de adultos mayores, se
evaluo si existia una correlacién entre la edad y el nimero de colonias, encontrando una
correlacion negativa débil de r=-0.22 (n=41) (Fig. 8M). Por lo que concluimos que la
frecuencia de CFU-F no presenta cambios asociados al envejecimiento. Posteriormente
decidimos evaluar si existian diferencias en el tamafio de las colonias derivadas de adultos
y adultos mayores, clasificAndolas en colonias de tamafio de 1 a5 mm y mayor a 5 mm. Se

observo que el tamafio de las colonias no presenta diferencias entre los dos grupos, en
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colonias de 1-5 mm (1.51 £ 0.59 (n=14) vs 0.92 £ 0.19 (n=22), P=0.27) y colonias mayores
a5 mm (0.34 = 0.20 (n=14) vs 0.10 + 0.035 (n=23), P=0.15) (Fig. 8N-N).
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Figura 8. Frecuencia de progenitores hematopoyéticos y MSC in vitro a partir de CMN de médula 6sea
de adultos y adultos mayores. A. Imagenes representativas de colonias de progenitores hematopoyéticos en
metilcelulosa, de izquierda a derecha: CFU-G, CFU-M, CFU-GM, CFU-E, BFU-E y colonias multipotentes de
CMN derivadas de médula 6sea de adulto. B. Grafica mostrando la frecuencia de colonias de progenitores
hematopoyéticos totales por cada 100,000 CMN, en muestras de médula ésea de adultos y adultos mayores.
Prueba t no pareada, P=0.89. C. Gréfica mostrando la frecuencia de colonias de progenitores hematopoyéticos
mieloides totales por cada 100,000 CMN, en muestras de médula 6sea de adultos y adultos mayores. Prueba t
no pareada, P=0.95. D. Grafica mostrando la frecuencia de colonias de progenitores hematopoyéticos eritroides
totales por cada 100,000 CMN, en muestras de médula 6sea de adultos y adultos mayores. Prueba t no pareada,
P=0.65. E. Gréafica mostrando la frecuencia de colonias de progenitores hematopoyéticos multipotentes por cada
100,000 CMN, en muestras de médula ésea de adultos y adultos mayores. Prueba t no pareada, P=0.88. F.
Gréafica mostrando la frecuencia de colonias de progenitores de granulocitos por cada 100,000 CMN, en
muestras de médula 6sea de adultos y adultos mayores. Prueba t no pareada, P=0.92. G. Gréafica mostrando la
frecuencia de colonias de progenitores de monocitos por cada 100,000 CMN, en muestras de médula ésea de
adultos y adultos mayores. Prueba t no pareada, P=0.71. H. Gréafica mostrando la frecuencia de colonias de
progenitores de granulomonocitos por cada 100,000 CMN, en muestras de médula dsea de adultos y adultos
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mayores. Prueba t no pareada, P=0.46. I. Grafica mostrando la frecuencia de colonias de progenitores de
eritroides tempranos por cada 100,000 CMN, en muestras de médula 6sea de adultos y adultos mayores.
Prueba t no pareada, P=0.51. J. Grafica mostrando la frecuencia de colonias de progenitores de eritroides
tardios por cada 100,000 CMN, en muestras de médula 6sea de adultos y adultos mayores. Prueba t no
pareada, P=0.94. K. Imagenes representativas del ensayo de CFU-F, mostrando colonias de fibroblastos
tefiidas con Wright-Giemsa. Se muestran colonias derivadas de CMN de adultos y adultos mayores. L. Grafica
mostrando la frecuencia de CFU-F por cada 100,000 CMN obtenidas a partir de médula ésea de adultos y
adultos mayores. Prueba t no pareada, P=0.10. M. Gréfica de correlacion entre la frecuencia de CFU-F por cada
100,000 CMN vy la edad de las muestras. Correlaciéon de Pearson, r=-0.22. N. Gréafica mostrando la frecuencia
de CFU-F de tamafio 1-5 mm por cada 100,000 CMN obtenidas a partir de médula ésea de adultos y adultos
mayores. Prueba t no pareada, P=0.27. N. Grafica mostrando la frecuencia de CFU-F de tamafio 1-5 mm por
cada 100,000 CMN obtenidas a partir de médula 6sea de adultos y adultos mayores. Prueba t no pareada,
P=0.15.

Biopsias de médula 6sea obtenidas de adultos y adultos mayores

Las biopsias de médula 6sea se obtuvieron a partir de cabezas femorales recolectadas
durante la cirugia de reemplazo de cadera. En total se recolectaron 58 cabezas femorales

de pacientes no oncoldgicos y hematolégicamente sanos.

Evaluacion histopatoldgica y seleccion de muestras funcionales

Las biopsias de médula 6sea fueron tefiidas con hematoxilina-eosina y evaluadas por dos
histopat6logos independientes. Los criterios para clasificar una muestra como funcional
fueron los siguientes: presencia de tejido hematopoyético, con un minimo de tres celdillas
conservadas y la ausencia de células displasicas correspondientes a alguno de los linajes
hematopoyéticos. Después de la evaluacién, el 75% de las biopsias fueron descartadas
debido a ausencia de material hematopoyético y presencia de displasia de alguno de los
linajes hematopoyéticos, solo 14 muestras (7 por grupo) fueron funcionales para el estudio.
Posteriormente a las muestras funcionales se les realizé una evaluacion cualitativa del
porcentaje de celularidad, radio mieloide:eritroide y nimero de megacariocitos por mm2. En
la figura 9A, se muestran microfotografias representativas de tinciones H&E de médula
Gsea de adulto y de adulto mayor, en el acercamiento se sefialan células del linaje mieloide
y eritroide. Al evaluar el porcentaje de celularidad, no se encontraron diferencias entre el
grupo de adultos y adultos mayores (P=0.62) (Fig. 9B). Asimismo, al comparar el radio
mieloide:eritroide (P=0.90) y el nimero de megacariocitos por mm? (0.83) no se observaron

diferencias entre los dos grupos (Fig. 9C-D).
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Figura 9. Comparacién histolégica entre biopsias de médula 6sea de adultos y adultos mayores
hematol6gicamente sanos. A. Microfotografias representativas de biopsias de médula ésea de adultos y
adultos mayores. En las imagenes de acercamiento, se sefialan células del linaje eritroide (cabeza de flecha
negra) y linaje mieloide (cabeza de flecha blanca). B. Grafica mostrando el porcentaje de celularidad obtenido
mediante evaluacion cualitativa de biopsias de médula ésea de adultos y adultos mayores. Prueba Mann-
Whitney no paramétrica, P=0.62. C. Grafica mostrando el radio mieloide:eritroide obtenido mediante evaluacion
cualitativa de biopsias de médula 6sea de adultos y adultos mayores. Prueba Mann-Whitney no paramétrica,
P=0.48. D. Gréfica mostrando el nimero de megacariocitos por mm? obtenido mediante evaluacién cualitativa
de biopsias de médula 6sea de adultos y adultos mayores. Prueba Mann-Whitney no paramétrica, P=0.48. E.
Iméagenes representativas de una tincion de H&E de médula 6sea de adultos (Area total) y la cuantificacion de
las areas sin trabéculas y hematopoyética. El area sin trabéculas (area amarilla) excluye las trabéculas (*). El
area hematopoyética (area roja) excluye trabéculas (*) y adipocitos (flecha). F. Gréafica mostrando el porcentaje
de area hematopoyética de médula 6sea de ambos grupos de estudio. Prueba t no pareada, P=0.03.

Posteriormente, se realizé una evaluacion cuantitativa del porcentaje de celularidad
de las biopsias de médula 6sea utilizando un software de analisis de imagen. Para esto, se
definieron dos regiones en la médula ésea: area sin trabéculas, la cual excluye artefactos y
trabéculas (Fig. 9E, panel central); y area hematopoyética, en la cual se excluyen el area

de las trabéculas y los adipocitos, y es identificada con la tincién de hematoxilina (Fig. 9E,
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panel izquierdo). Se encontré que en el grupo de adultos mayores la celularidad disminuye
con respecto al grupo de adultos (45.31 + 4.58 (n=7) vs 31.56 = 1.29 (n=5), P=0.03), en

contraste con lo obtenido mediante la evaluacion cualitativa (Fig. 9F).

Evaluacion in situ de la densidad de poblaciones hematopoyéticas en médula 6sea
de adultos y adultos mayores

La evaluacién de la frecuencia de progenitores hematopoyéticos mediante citometria de
flujo y ensayos de colonias in vitro arrojo que no existen diferencias entre el grupo de adultos
y adultos mayores. Sin embargo, existen diferentes variables que pueden influir en el
resultado tales como la viabilidad celular, los anticuerpos fluorescentes utilizados o incluso
la forma de obtencion de la muestra. Por esta razén, decidimos evaluar in situ la densidad
de las poblaciones hematopoyéticas residentes de médula ésea. Para lo cual, se tifieron
las biopsias de médula 6sea, mediante inmunohistoquimica, para detectar las siguientes
poblaciones: HSPCs (CD34+), progenitores eritroides tempranos (progenitores E-
caderina+), progenitores linfoides B (Pax5+), células mieloides en maduracién (células
MPO+), linfocitos T (CD3), linfocitos B (CD20) y megacariocitos (CD31+). En la figura 10A,
se muestran imagenes representativas de las tinciones tanto en adultos como adultos
mayores. Asimismo, se muestra la imagen digitalizada utilizada para cuantificar el area
positiva para cada marcador. Para evaluar la densidad de la poblacion de HSPCs CD34+
se obtuvo el porcentaje de células positivas con respecto al total de ndcleos en el area
hematopoyética. Al comparar la densidad de HSPCs CD34+ no se observaron diferencias
entre los dos grupos (1.13 £ 0.14 (n=6) vs 1.94 + 0.58 (n=4), P=0.13) (Fig. 10B). Sin
embargo, se observo en el grupo de adultos mayores una tendencia a una mayor densidad
de HSPCs CD34+, por lo cual, se evalué si existia correlacion entre la edad y la densidad
de HSPCs CD34+. De forma interesante, se observd una correlacion positiva fuerte (r=0.71,
n=10), indicando que la densidad de HSPCs CD34+ aumenta con la edad (Fig. 10C). Al
evaluar la densidad de las poblaciones de progenitores tanto eritroides (5.61 + 1.75 (n=5)
vs 5.86 £ 1.06 (n=6), P=0.90) como linfoides B (5.47 + 2.21 (n=6) vs 6.32 + 1.48 (n=5),

P=0.76) no se observaron diferencias estadisticamente significativas (Fig. 10D-E).
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Poblaciones hematopoyéticas
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Figura 10. Cuantificacion de la densidad de poblaciones hematopoyéticas in situ en biopsias de médula
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Osea de adultos y adultos mayores. A. Imagenes representativas de IHQ de HSPCs CD34+, progenitores
eritroides, progenitores linfoides B, células MPO+, linfocitos T, linfocitos B y megacariocitos en biopsias de
médula 6sea de adultos y adultos mayores hematolégicamente sanos. Cada imagen esta acompafiada de la
imagen digitalizada creada por el software de analisis de imagen. La cuantificacién de progenitores linfoides B,
linfocitos T y B se utilizé el software Qupath, las demas poblaciones fueron analizadas usando CellProfiler.
Escala=200 um. B. Gréafica mostrando la densidad de HSPCs CD34+ calculada como porcentaje del total de
nucleos en el area hematopoyética, en ambos grupos de estudio. Prueba t no pareada, P=0.13. C. Grafica de
correlacion positiva entre la densidad de HSPCs CD34+ y la edad. Correlacion de Pearson, r=0.71. D. Gréfica
mostrando la densidad de progenitores E-caderina+ como porcentaje del area hematopoyética. Prueba t no
pareada, P=0.90. E. Grafica mostrando la densidad de progenitores B calculada como porcentaje del total de
nacleos en el area hematopoyética, en ambos grupos de estudio. Prueba t no pareada, P=0.76. F. Gréfica
mostrando la densidad de células MPO+ como porcentaje del area hematopoyética. Prueba t no pareada,
*P=0.01. G. Grafica mostrando la densidad de linfocitos T calculada como porcentaje del total de nucleos en el
area hematopoyética, en ambos grupos de estudio. Prueba t no pareada, P=0.87. H. Grafica mostrando la
densidad de linfocitos B calculada como porcentaje del total de nacleos en el area hematopoyética, en ambos
grupos de estudio. Prueba t no pareada, P=0.87. I. Grafica mostrando el nimero de megacariocitos por area
hematopoyética. Prueba t no pareada, P=0.85. Tincion DAB; contratinciéon hematoxilina. Aumento 20X.

Al realizar la evaluacién de las densidades de poblaciones hematopoyéticas
maduras, se observé que la poblacion de células MPO+ aumenta significativamente en el
grupo de adultos mayores (23.80 £ 3.10 (n=7) vs 36.31 £ 2.53 (n=5), P=0.01) (Fig. 10F). En
cuanto a las poblaciones de linfocitos T (7.79 + 3.84 (n=5) vs 7.01 £ 2.42 (n=4), P=0.87),
linfocitos B (2.69 £ 1.3 (n=4) vs 2.11 + 0.92 (n=5), P=0.71) y megacariocitos (9 £ 1.44 (n=7)
vs 8.57 + 1.71 (n=6), P=0.85) no se observaron diferencias en los dos grupos de estudio
(Fig. 10G-I).

Evaluacion in situ de la densidad de poblaciones estromales en médula ésea de
adultos y adultos mayores

Puesto que se ha reportado el papel fundamental que tienen las poblaciones estromales
residentes de médula 6sea en la regulacién de la hematopoyesis, se cuantificaron las
densidades de éstas en médula 6sea de adultos y adultos mayores. Las poblaciones
estromales evaluadas fueron las siguientes: MSC (NGFR), adipocitos (Perilipina),
macrofagos (CD163), monocitos-macrofagos (CD68), arterias y capilares (a-SMA) y
osteoblastos (osteocalcina). En la figura 11A, se muestran imagenes representativas de las
tinciones, en médula ésea de adultos y adultos mayores, cada imagen esta acompafiada
de la imagen digitalizada utilizada para realizar la cuantificacion. La determinacion del &rea
positiva para adipocitos se calculé con respecto al area sin trabéculas, las poblaciones de
MSC, macrofagos, monocitos-macréfagos y arterias y capilares fueron calculadas con
respecto al &rea hematopoyética. Con respecto a los osteoblastos, debido a que la mayoria
de las trabéculas se dafiaron o perdieron debido al procesamiento de la muestra, se
procedi6 a cuantificar el nimero de trabéculas por area total en campo de aumento 5X. De
acuerdo con los resultados obtenidos por citometria de flujo y ensayos de colonias in vitro,

la densidad de MSC no presenté cambios en los dos grupos (23.64 + 1.62 (n=7) vs 19.47 +
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2.17 (n=7), P=0.14) (Fig. 11B). Acorde con los resultados obtenidos con respecto a la
disminucion en la celularidad en el grupo de adultos mayores, la densidad de adipocitos en
el area sin trabéculas aumento significativamente comparado con el grupo de adultos (55.90
*+ 4.14 (n=8) vs 68.66 + 1.09 (n=6), P=0.03) (Fig. 11C). En lo que se refiere a la densidad
de macrofagos (16.15 + 1.91 (n=4) vs 18.52 + 2.46 (n=6), P=0.5), monocitos-macréfagos
(42.56 £ 9.57 (n=5) vs 41.66 *+ 1.45 (n=6), P=0.92) y arterias y capilares (2.48 + 0.30 (n=6)
vs 3.24 £ 0.74 (n=5), P=0.33), no se observaron diferencias entre los dos grupos (Fig. 11D-
E). Con respecto al numero de trabéculas, en la figura 11G se muestran imagenes
representativas del conteo de trabéculas por campo de aumento 5X en biopsias de médula
Osea de adulto y adulto mayor. Asimismo, no se observaron diferencias entre los grupos de
adultos y adultos mayores (5.50 + 0.43 (n=6) vs 5.73 £ 0.32 (n=6), P=0.67) (Fig. 11G).

Evaluacion de la asociacion entre densidades de poblaciones hematopoyéticas y
estromales en médula 6sea

Después de observar que las densidades de las poblaciones de adipocitos, HSPCs CD34+
y células MPO+ aumentan con el envejecimiento, y corresponden a una poblacion estromal
y dos poblaciones hematopoyéticas, decidimos evaluar si la densidad de adipocitos tenia
efecto sobre la densidad de HSPCs CD34+ y células MPO+. Encontramos una correlacion
positiva entre la densidad de adipocitos y HSPCs CD34+ (r=0.56, n=10) (Fig. 12A). Al
evaluar la asociacion entre la densidad de adipocitos y la densidad de células MPO+,
encontramos una correlacion positiva débil (r=0.31, n=12) (Fig. 12B). Por otro lado,
evaluamos si la densidad de adipocitos se asociaba con la densidad de progenitores E-
caderina+, esto debido a reportes previos que indican que la poblacion de adipocitos
representa el nicho de las células mieloides y eritroides®. Al igual que con la poblacién de
linaje mieloide, encontramos una correlacion positiva débil entre la densidad de adipocitos

y la de progenitores E-caderina+ (r=0.31, n=10) (Fig. 12C).
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Figura 11. Cuantificacién de la densidad in situ de poblaciones estromales residentes en médula 6ésea
en biopsias de adultos y adultos mayores hematol6gicamente sanos. A. Imagenes representativas de IHQ
de MSC NGFR+, adipocitos, macréfagos CD163+, monocitos-macrofagos CD68+ y arterias y capilares aSMA+
en biopsias de médula 6sea de adultos y adultos mayores. Cada imagen esta acompafada de la imagen
digitalizada creada por el software de analisis de imagen CellProfiler. Escala=200 um. B. Grafica mostrando la
densidad de MSC NGFR+ como porcentaje del a&rea hematopoyética. Prueba t no pareada, P=0.14. C. Gréfica
mostrando la densidad de adipocitos como porcentaje del area total sin trabéculas. Prueba t no pareada,
*P=0.03. D. Gréafica mostrando la densidad de macré6fagos CD163+ como porcentaje del area hematopoyética.
Prueba t no pareada, P=0.5. E. Grafica mostrando la densidad de monocitos-macréfagos CD68+ como
porcentaje del area hematopoyética. Prueba t no pareada, P=0.92. F. Grafica mostrando el nUmero de arterias
y capilares aSMA+ en el area hematopoyética. Prueba t no pareada, P=0.33. G. Imagenes representativas de
cuantificacion de trabéculas en areas de aumento 5X, realizada con ImageScope en ambos grupos de estudio.
Grafica mostrando el nimero de trabéculas de ambos grupos de estudio. Prueba t no pareada, P=0.67. Tincién
DAB; contratincion hematoxilina. Aumento 20X.

Después, evaluamos si el aumento en la densidad de HSPCs CD34+ se asociaba
directamente con el aumento en la densidad del linaje mieloide, observando una
correlacion positiva entre ambas poblaciones (r=0.45), lo cual podria indicar un aumento en

la diferenciaciéon mieloide por parte de las HSPCs CD34+ (Fig. 12D).

Debido a que se ha reportado que las MSC son la poblacion celular precursora de
los adipocitos, evaluamos si el incremento asociado al envejecimiento en la densidad de
adipocitos, tenia efecto sobre la densidad de MSC. Se encontr6 que las densidades de
ambas poblaciones presentan una correlacién negativa fuerte (r=-0.64, n=12), indicando
que a medida que aumenta la poblacion de adipocitos disminuye la poblacion de MSC,
comprobando la asociacién directa que existe entre estas poblaciones (Fig. 12E). En
consecuencia, evaluamos si hay asociaciébn entre las MSC vy las poblaciones
hematopoyéticas HSPCs CD34+, células MPO+ y progenitores E-caderina+. De forma
interesante, encontramos un patrén similar con respecto a su asociacion con adipocitos,
asociandose negativamente con las tres poblaciones: HSPCs CD34+ (r=-0.41, n=10),
células MPO+ (r=-0.53, n=11) y progenitores E-caderina+ (r=-0.45, n=10) (Fig. 12F-H).

La regulacién de la hematopoyesis ha sido descrita como un proceso complejo y
que involucra a diversas poblaciones estromales residentes de médula 6sea, por lo cual,
evaluamos si ademas de la poblacion de adipocitos, otras poblaciones estromales pudiesen
estar asociadas al aumento en la densidad de las poblaciones de HSPCs CD34+ y células

MPO-+. Al analizar la poblacion de macréfagos CD163+, encontramos que su densidad
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presenta una correlacion negativa fuerte (r=-0.66, n=10) con la densidad de la poblacién
HSPCs CD34+ (Fig. 12I).
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Figura 12. Asociacién por densidad in situ entre las poblaciones hematopoyéticas y estromales de
médula 6sea de adultos y adultos mayores. A. Correlacion positiva entre las densidades de HSPCs CD34+
y adipocitos. Correlacion de Pearson, r=0.56. B. Correlacion positiva baja entre las densidades de células MPO+
y adipocitos. Correlacion de Pearson, r=0.31. C. Correlacion positiva baja entre las densidades de progenitores
E-caderina+ y adipocitos. Correlacion de Pearson, r=0.31. D. Correlacion positiva entre las densidades de
células MPO+ y HSPCs CD34+. Correlacion de Pearson, r=0.45. E. Correlacion negativa entre las densidades
de MSC NGFR+ y adipocitos. Correlacion de Pearson, r=-0.64. F. Correlacion negativa entre las densidades de
MSC NGFR+ y HSPCs CD34+. Correlaciéon de Pearson, r=-0.41. G. Correlacion negativa entre las densidades
de MSC NGFR+ y células MPO+. Correlacion de Pearson, r=-0.53. H. Correlacion negativa entre las densidades
de MSC NGFR+ y progenitores E-caderina+. Correlacion de Pearson, r=-0.45. |. Correlacién negativa entre las
densidades de macréfagos CD163+ y HSPCs CD34+. Correlacion de Pearson, r=-0.66.

Evaluacion de la asociacion in situ entre la poblacion de adipocitos y las poblaciones
hematopoyéticas de HSPCs CD34+ y células MPO+

Una vez observada la asociacion positiva entre las densidades de adipocitos y HSPCs

CD34+, evaluamos si ambas poblaciones se asocian in situ. Utilizando el analisis de células
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adyacentes en CellProfiler (Neighbor, por su traduccién en inglés), se determiné el nUmero
de HSPCs CD34+ adyacentes a adipocitos, utilizando imagenes de muestras de médula
Osea tefiidas para CD34 de ambos grupos de estudio. En la figura 13A, se muestran
imégenes representativas del analisis de Neighbor. De forma interesante, se encontré que
el numero de HSPCs CD34+ adyacentes a adipocitos, es significativamente mayor en el
grupo de adultos mayores (P=0.01) (Fig. 13B). Asimismo, evaluamos si el niumero de
HSPCs CD34+ adyacentes a un solo adipocito aumentaba en el grupo de adultos mayores,
observando que éste aumenta también (P=0.05) (Fig. 13C). Debido a que se ha reportado
gue las HSPCs CD34+ se localizan cerca de los sinusoides, evaluamos si el aumento en la
adyacencia de las HSPCs CD34+ a los adipocitos modificaba su localizacion perivascular.
Encontrando que aunque aumentan su asociacién con los adipocitos, las HSPCs CD34+
mantienen su localizacion perivascular, localizandose mas del 80% de éstas a una distancia
entre 0-10 pm de distancia de los sinusoides (Fig. 13D).
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Figura 13. Asociacion in situ entre HSPCs CD34+ y adipocitos en médula 6sea de adultos y adultos
mayores hematolégicamente sanos. A. Imagenes representativas de HSPCs CD34+ asociadas
espacialmente con adipocitos en médula 6sea de adultos y adultos mayores hematoldgicamente sanos. De
izquierda a derecha, imagen de IHQ de HSPCs CD34+ (original), imagen de deteccion de objetos CD34+
(analisis de imagen) e imagen digitalizada mostrando células inmediatamente adyacentes (verde y rojo) y no
adyacentes (azul). B. Gréfica de barras mostrando el nimero de HSPCs CD34+ inmediatamente adyacentes y
no adyacentes a adipocitos. Anova de dos vias P=0.01. Prueba t no pareada en inmediatamente adyacentes,
P=0.01. C. Gréfica de barras mostrando el nimero de adipocitos inmediatamente adyacentes a 1 o0 >1 HSPCs
CD34+. Anova de dos vias, P=0.052, prueba t no pareada, en ambos grupos de >1, P=0.05. D. Gréfica de
barras mostrando la distancia entre HSPCs CD34+ hacia vasos sanguineos. La grafica presenta el porcentaje
de HSPCs CD34+ a una distancia de 0-10um, 10-20um and >20um hacia los vasos. Anova de dos vias, P=0.27.
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Después de determinar que las HSPCs CD34+ aumentan su asociacion in situ con
los adipocitos, evaluamos si la poblacion de células mieloides se localizaba
preferentemente cerca de los adipocitos. Se analizé la densidad de células MPO+ en dos
areas hematopoyéticas de la médula 6sea: areas hematopoyéticas rodeando a los
adipocitos (una célula de distancia de la membrana de los adipocitos) y en el parénquima
(por lo menos dos células de distancia de la membrana de los adipocitos) (Fig. 14A, panel
central). Utilizando el software de andlisis de imagen ImageScope, se cuantifico la densidad
de células MPO+ en las zonas mencionadas anteriormente (Fig. 14A, panel de abajo). Las
células MPO+ se distribuyen de forma similar en ambas areas hematopoyéticas en los dos
grupos de estudio (Fig. 14B). Sin embargo, se encontr6 un aumento en la densidad de
células MPO+ en las areas rodeando a los adipocitos en el grupo de adultos mayores, en
comparacion con el grupo de adultos (P=0.007) (Fig. 14B). Esa diferencia no fue observada
cuando se comparo la densidad de las células MPO+ en el area del parénquima de ambos
grupos, lo cual sugiere que el incremento asociado al envejecimiento, en la densidad de

células mieloides, ocurre en las areas hematopoyéticas cercanas a los adipocitos.
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Figura 14. Asociacion in situ entre las células MPO+y los adipocitos en médula 6sea de adultos y adultos
mayores hematoldégicamente sanos. A. Imagenes representativas de células MPO+ (original) en médula 6sea
de adultos y adultos mayores (panel superior). La delimitacion del area de adipocitos (A) y el parénquima (P)
para la cuantificacion por andlisis de imagen (panel central). Analisis de imagen de A y P, mostrando areas
positivas (amarillo a rojo) y areas negativas (azul) (panel inferior). Barra de escala= 200 um. B. Gréfica de barras
mostrando la densidad de células MPO+ en el &rea de adipocitos y el parénquima en adultos y adultos mayores.
Anova de dos vias, P=0.002. Prueba t no pareada, area de adipocitos, P=0.007.
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Deteccion de poblaciones celulares residentes de médula désea mediante
imagenologia por citometria de masas (IMC)

Las evaluaciones in situ de poblaciones celulares realizadas mediante inmunohistoquimica
o inmunofluorescencia tienen como principal desventaja que como méaximo pueden
evaluarse 3 marcadores en un mismo corte de tejido. En consecuencia se utilizan cortes
seriados para la evaluacion de multiples marcadores, teniendo como desventaja que los
marcadores evaluados pueden localizarse en planos diferentes. Por lo cual, para evaluar la
asociacion in situ entre las diferentes poblaciones estromales y hematopoyéticas, utilizamos
la técnica de imagenologia por citometria de masas (IMC, por sus siglas en inglés), la cual
permite detectar multiples marcadores en un solo corte de tejido'®°. En la figura 15A, se
muestran imagenes representativas de los diferentes marcadores utilizados. La tincién por
IMC se realizé en 5 muestras, correspondientes a 2 de adultos y 3 de adultos mayores.
Enseguida, se evalué si las poblaciones que observamos asociadas por densidad, se
asociaban in situ. Debido a que se ha reportado que >80% de las HSPCs CD34+ hacen
contacto con las MSC NGFR+"°, decidimos evaluar si el aumento en la asociacion in situ
de HSPCs CD34+ y adipocitos, tenia un efecto en esta asociacion. De forma interesante,
observamos que a pesar de aumentar su adyacencia con adipocitos, las HSPCs CD34+
mantienen su contacto con las MSC NGFR+ (Fig. 16A), en todas las muestras. Con base
en el efecto del envejecimiento en el incremento de HSPCs CD34+ y células MPO+
alrededor de los adipocitos, evaluamos si las HSPCs CD34+ adyacentes a adipocitos,
también se encontraban cerca de células MPO+. De esta forma, identificamos HSPCs
CD34+ que se encontraban adyacentes tanto a adipocitos como a células MPO+ en
muestras de ambos grupos de edad (Fig. 16A). Por lo cual, integramos la informacién de la
asociacion in situ obtenida mediante IHC y calculamos el porcentaje de HSPCs CD34+
adyacentes a adipocitos que a su vez estaban adyacentes a células MPO+, utilizando las
imégenes generadas por IMC (adultos, n=2; adultos mayores, n=3). En todas las muestras
analizadas, >70% de las HSPCs CD34+ adyacentes a adipocitos, estaban también

adyacentes a células MPO+ (Figura 16B).
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Figura 15. Analisis de marcadores de poblaciones hematopoyéticas y estromales mediante
imagenologia por citometria de masas en biopsias de médula 6sea de adultos y adultos mayores.
Imagenes representativas de IMC mostrando imagenes sobrepuestas de aSMA (rojo), tincion nuclear (azul) y
de células positivas a CD34, MPO, E-caderina, CD3, CD20, CD31, CD68, CD163, NGFR y Perilipina en verde.
Iméagenes obtenidas utilizando el software Wolfram Mathematica® V10.3. Barra de escala= 100um. Anticuerpos
utilizados: CD68-159Th, CD163-163Dy, CD34-158Gd, MPO-146Nd, NGFR-160Gd, Perilipina A-142Nd,
Ecaderina-174Yb, CD31-145Nd, CD20-161Dy y CD3-170Er.

Por otra parte, evaluamos la distribucién de las poblaciones de HSPCs CD34+ y
macrofagos CD163+. Debido a que el marcaje con CD163+ presentd fondo e incluso
marcaje inespecifico de los megacariocitos, agregamos el marcador CD68+ a la imagen
para determinar que los dobles positivos (color amarillo) tanto a CD163 como a CD68
pertenecen a la poblacion de macréfagos. Al contrario de lo observado cuando se estudié
la asociacién por densidades de ambas poblaciones, en la cual se obtuvo una asociacion
negativa entre ambas poblaciones, in situ observamos que las HSPCs CD34+ se

encuentran adyacentes o cercanas a, por lo menos, un macréfago (Fig. 17).
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Figura 16. Asociacion in situ entre HSPCs CD34+ y células MPO+ con MSC NGFR+ y adipocitos en
médula ésea de adultos y adultos mayores. A. Imagenes representativas de IMC mostrando imagenes
sobrepuestas de HSPCs CD34+ (rojo), MSC NGFR+ (verde) y adipocitos (azul) (izquierda). A la derecha se
muestran imagenes representativas de células MPO+ (rojo), HSPCs CD34+ (verde) y adipocitos (azul). Barra
de escala=100 um. La adyacencia entre las poblaciones se sefiala con flechas blancas. B. Diagrama mostrando
el porcentaje de HSPCs CD34+ adyacentes a células MPO+ a partir del porcentaje de HSPCs CD34+
adyacentes a adipocitos en ambos grupos de estudio. El porcentaje de HSPCs CD34+ adyacentes a adipocitos
fue calculado de los andlisis de IHQ, mientras que el porcentaje de HSPCs CD34+ adyacentes a adipocitos y a
su vez a células MPO+ fue calculado a partir de los analisis de IMC. Anticuerpos utilizados: CD34-158Gd, MPO-
146Nd, NGFR-160Gd y Perilipina A-142Nd.

Con respecto al incremento en la densidad de células MPO+ en las é&reas
hematopoyéticas alrededor de los adipocitos aumenta, y a la importancia que se ha descrito
por parte de las MSC en la regulacion de la diferenciacion de las HSPCs, evaluamos como
se distribuian las células MPO+ con respecto a los adipocitos y las MSC. De forma
interesante, encontramos que la mayoria de las células MPO+ se encontraban adyacentes
0 cercanas a una MSC, incluyendo aquellas que se encontraban adyacentes a los
adipocitos, tanto en adultos como en adultos mayores (Fig. 17). Esto sugiere que ambas
poblaciones estromales participan en el mantenimiento y diferenciacion de las células de
linaje mieloide. Por ultimo, evaluamos la distribucién de los progenitores E-caderina+ con
respecto a las poblaciones de MSC y adipocitos. Como anteriormente se demostro que las
células MPO+ se distribuyen adyacentes a los adipocitos y MSC, evaluamos como se
distribuian los progenitores E-caderina+ con respecto a estas poblaciones estromales. Se

observé que una proporcién de progenitores E-caderina+ se distribuyen adyacentes a los
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adipocitos, y cuando esto sucede, también estan adyacentes a una MSC. Mientras que al
igual que las células MPO+, al encontrarse distribuidas en el parénquima, estan cercanas
o adyacentes a una MSC (Fig. 17). Estas observaciones confirman la importancia de las

poblaciones de adipocitos y MSC en el mantenimiento y regulacién de la hematopoyesis.
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Figura 17. Asociacion in situ entre poblaciones hematopoyéticas y estromales en biopsias de médula
Osea de adultos y adultos mayores hematolégicamente sanos. Imagenes representativas de IMC de
biopsias de médula 6sea de adultos y adultos mayores mostrando asociaciones in situ entre poblaciones
hematopoyéticas y estromales. Adyacencia entre HSPCs (CD34, azul) y poblaciones de macrofagos (CD68+
CD163+, amarillo); adyacencia entre células MPO+ (rojo), MSC (NGFR, verde) y adipocitos (Perilipina, azul);
adyacencia entre progenitores E-caderina+ (rojo), MSC NGFR+ (verde) y adipocitos (Perilipina, azul);
adyacencia entre megacariocitos (CD31, rojo), MSC NGFR+ (verde) y adipocitos (Perilipina, azul); adyacencia
entre linfocitos B (CD20, rojo), MSC NGFR+ (verde) y adipocitos (Perilipina, azul); y adyacencia entre linfocitos
T (CD3, rojo), MSC NGFR+ (verde) y adipocitos (Perilipina, azul). Las interacciones entre las tres poblaciones

85



son marcadas con flechas amarillas, y la asociacion entre poblaciones hematopoyéticas y MSC con flechas
blancas. Barra de escala=100um. Anticuerpos utilizados: CD68-159Tbh, CD163-163Dy, CD34-158Gd, MPO-
146Nd, NGFR-160Gd, Perilipina A-142Nd, Ecaderina-174Yb, CD31-145Nd, CD20-161Dy y CD3-170Er.

Con relacion a los linajes linfoides y de megacariocitos, evaluamos su distribucion
con respecto a las poblaciones de adipocitos y MSC en médula 6sea de adultos y de adultos
mayores. En lo que respecta a megacariocitos, en todas las muestras analizadas,
observamos que estos se distribuyen adyacentes o cercanos a las MSC (flechas blancas),
mientras que pueden o no estar adyacentes a adipocitos (flechas amarillas) (Fig. 17). Esta
observacion fue similar para las poblaciones de linfocitos B y T, distribuyéndose a lo largo
de una MSC, y una proporcién de ellos adyacentes a adipocitos (Fig. 17), tanto en muestras

de adultos como de adultos mayores.

Evaluacion de la funcionalidad de MSC derivadas de médula 6sea de adultos
y adultos mayores

Como parte de las funciones que llevan a cabo las MSC en el mantenimiento de la
homeostasis en el microambiente hematopoyético, las MSC son la poblacién celular
precursora de tres poblaciones celulares fundamentales para el funcionamiento de la
médula 6sea, las cuales son: adipocitos, condrocitos y osteoblastos. Los resultados
obtenidos acerca de la poblacion de MSC arrojan que el envejecimiento no tiene efecto en
su frecuencia, en la capacidad de formar colonias de fibroblastos, en su densidad in situ, e
incluso en sus asociaciones con células hematopoyéticas en médula 6sea. Sin embargo,
siendo éstas las precursoras de la poblacion de adipocitos, la cual aumenta su densidad
con el envejecimiento, evaluamos si el envejecimiento tiene efecto en su funcionalidad,
favoreciendo su diferenciacion hacia adipocitos. Para lo cual, evaluamos tres aspectos
funcionales de las MSC: su capacidad de diferenciacion hacia los tres linajes, su capacidad

de proliferacion y su capacidad de soporte hematopoyético.

Determinacion de fenotipo MSC de células adherentes derivadas de médula 6sea
de adultos y adultos mayores

Capas de células adherentes fueron obtenidas a partir de muestras de médula 6sea de
adultos y adultos mayores. En la resiembra 2, se procedi6 a tefiirlas para evaluar su fenotipo
mesenquimal por citometria de flujo. Se evalud el porcentaje de células positivas a los
marcadores CD90, CD105, CD73 y CD140b, ademas de negativas a los marcadores
hematopoyéticos CD45, y CD31, de acuerdo a los criterios de expresion de marcadores

para considerar como mesenquimal, una poblaciéon celular®’ (Figura 18). En la tabla 9, se

86



muestran los resultados, cumpliendo mas del >96% de las células evaluadas, los criterios

para ser consideradas una poblacién de células mesenquimales.
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Figura 18. Fenotipo de células adherentes en cultivo derivadas de muestras de médula 6sea. Gréficos
representativos de la estrategia de andlisis para determinar fenotipo mesenquimal de células adherentes
derivadas de médula 6sea por citometria de flujo.

Tabla 9. Fenotipo de células en cultivo derivadas de muestras de médula ésea de adultos y adultos mayores.

Muestras por grupo Fenotipo
CD45-CD31-CD90+CD105+CD73+CD140b+

Adultos (n=5) 96.6+1.89

Adultos mayores (n=5) 96.2+2

Evaluacion de la capacidad de diferenciacion in vitro de MSC derivadas de médula
0sea de adultos y adultos mayores, hacia adipocitos, condrocitos y osteoblastos

Una vez determinado que las células adherentes derivadas de médula 6sea correspondian
a MSC, se procedidé a realizar la evaluacién de la diferenciacion hacia los tres linajes
mesenquimales, la cual se realiz6 de forma cualitativa y cuantitativa. Primero, se evalu6 de
forma cualitativa la diferenciacion a los tres linajes. El método de evaluacion consistio en
una escala del 1 al 3 donde 1 se asigné a muestras con aproximadamente <20% de MSC
diferenciadas, 2 a aproximadamente 50% y 3 a >50% de MSC diferenciadas. En la figura
19A, se muestran imagenes representativas de MSC diferenciadas hacia osteoblastos
(panel superior), adipocitos (panel central) y condrocitos (panel inferior) derivadas de
médula Osea de adultos y de adultos mayores. Respecto a la diferenciacion hacia
osteoblastos, las MSC derivadas de ambos grupos no presentaron diferencias en su
capacidad de diferenciacion (P=0.57) (Fig. 19B). Asimismo, las MSC derivadas de ambos
grupos no presentaron diferencias en cuanto a su capacidad para diferenciarse hacia
adipocitos (P=0.71) (Fig. 19C). Por ultimo, se evalud la capacidad de diferenciacion hacia

condrocitos utilizando la tincién tricrémica de Masson, en la cual se evalla la produccién de
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colageno tipo |, observando que las areas de colageno tipo | eran pequefas en todas las
muestras evaluadas, por lo que las muestras que tuvieron areas mas pequefias se les
asigno el nimero 1y a las demas el 2. No observamos diferencias entre las micromasas
derivadas de MSC de adultos y de adultos mayores (P=0.90) (Fig. 19D).

Para complementar las observaciones realizadas en las evaluaciones cualitativas,
se realizé la evaluacion cuantitativa de la diferenciacion hacia los tres linajes. Utilizando el
software de andlisis de imagen ImageScope, tanto en su canal de campo claro como de
fluorescencia, se cuantific6 el area positiva para los marcadores: osteocalcina
(osteoblastos), lipidtox (adipocitos) y agrecan (condrocitos). En la figura 19E, se muestran
imagenes representativas de las tinciones y la imagen digitalizada generada por el software.
Tanto para osteocalcina como para agrecan, se cuantificé el area positiva marcada en
amarillo y naranja, mientras que para lipidtox se cuantificé toda el area positiva obtenida en
el canal rojo. Las MSC derivadas de adultos y adultos mayores, no presentaron diferencias
significativas con respecto a su porcentaje de area positiva a osteocalcina (32.65 + 1.52
(n=5) vs 40.60 + 5.92 (n=5), P=0.22) (Fig. 19F). Con respecto a la diferenciacion hacia
adipocitos, las MSC derivadas de adultos presentaron una tendencia a tener menor
capacidad de diferenciacion, presentando 4 de sus muestras un porcentaje bajo de area
positiva a lipidtox, sin embargo, ésta diferencia no fue estadisticamente significativa (15.80
+9.12 (n=6) vs 30.29 + 7.77 (n=5), P=0.27) (Fig. 19G). En cuanto a la diferenciacién hacia
condrocitos, las MSC derivadas de ambos grupos presentaron >80% de area positiva a
agrecan (91.10 + 2.98 (n=5) vs 89.30 + 4.66 (n=5), P=0.75) (Fig. 19H).

Evaluacion de la capacidad de proliferacion in vitro de MSC derivadas de médula
O0sea de adultos y adultos mayores

Se ha demostrado previamente, que las MSC pueden proliferar y mantenerse hasta 300
dias en cultivo'®®, por lo cual, evaluamos si habia diferencias entre la capacidad de
proliferaciéon de MSC derivadas de médula ésea de adultos y adultos mayores. Utilizando
el modelo de doblaje poblacional, observamos que las MSC derivadas de ambos grupos
evaluados no presentan diferencias con respecto a su capacidad de proliferacion,
alcanzando ambos grupos los 160 dias en cultivo, con promedio de 15 doblajes poblaciones
(P=0.18) (Fig. 20). A partir del dia 140, las células presentaron morfologia mas grande con

acumulacién de debris en citoplasma y en ndcleo, caracteristica de células senescentes.
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Figura 19. Evaluacion de la capacidad de diferenciacién de MSC derivadas de médula 6sea de adultos y
adultos mayores hematolégicamente sanos. A. Imagenes representativas de la evaluacién cualitativa de la
diferenciacion de MSC hacia osteoblastos (panel superior), adipocitos (panel central) y condrocitos (panel
inferior). Tincién de von Kossa (osteoblastos); tincion rojo oleoso (adipocitos) y tincion tricromica de Masson
(condrocitos). En el recuadro se muestran imagenes de MSC control cultivadas sin medio de diferenciacién. B.
Grafica mostrando el grado de diferenciacion por nimero de cruces de MSC derivadas de adultos y adultos
mayores hacia osteoblastos. Prueba Mann-Whitney, P=0.57. C. Gréafica mostrando el grado de diferenciacion
por nimero de cruces de MSC derivadas de adultos y adultos mayores hacia adipocitos. Prueba Mann-Whitney,
P=0.71. D. Gréafica mostrando el grado de diferenciacion por nimero de cruces de MSC derivadas de adultos y
adultos mayores hacia condrocitos. Prueba Mann-Whitney, P=0.90. E. Imagenes representativas de la
evaluacion cuantitativa de diferenciacion hacia osteoblastos (panel superior), adipocitos (panel central) y
condrocitos (panel inferior). Imagenes de MSC tefidas por IHQ con osteocalcina (osteoblastos); imagenes de
IF de MSC tefiidas para lipidtox (adipocitos); e imagenes de micromasas tefiidas por IHQ con agrecan
(condrocitos). Las imagenes en el recuadro pequefio muestran las imagenes digitalizadas obtenidas por analisis
de imagen para la cuantificacion de las areas positivas (amarillo y naranja) y negativas (azul), para osteoblastos
y condrocitos; cuantificacion del area del canal rojo para adipocitos. Las imagenes digitalizadas se obtuvieron
con ImageScope. F. Grafica mostrando el porcentaje de area positiva para osteocalcina en MSC derivadas de
adultos y adultos mayores. Prueba t no pareada, P=0.22. G. Gréafica mostrando el porcentaje de area positiva
para lipidtox en MSC derivadas de adultos y adultos mayores. Prueba t no pareada, P=0.27. H. Gréfica
mostrando el porcentaje de area positiva para agrecan en micromasas obtenidas de MSC derivadas de adultos
y adultos mayores. Prueba t no pareada, P=0.7.
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Figura 20. Evaluacion de la capacidad de proliferacion de MSC derivadas de médula 6sea de adultos y
adultos mayores. Gréafica mostrando los doblajes poblacionales acumulados de MSC derivadas de adultos y
adultos mayores por dias en cultivo. Anova de dos vias, P=0.18.

Evaluacion de la capacidad de soporte hematopoyético in vitro de MSC derivadas
de médula 6sea de adultos y adultos mayores

Dentro de las funciones que desempefian las MSC se encuentra regular la proliferacion y
el mantenimiento de la poblacion de HSPCs. Por lo cual, evaluamos si existian diferencias
entre las MSC derivadas de médula 6sea de ambos grupos, en su capacidad de soporte
hematopoyético. Para lo cual, se utilizé sangre periférica movilizada como fuente de HSPC
CD34+, los cuales fueron obtenidos mediante columnas por enriquecimiento positivo para
el marcador CD133+, obteniendo >98% de HSPCs CD34+ después del procedimiento. Las
HSPCs obtenidas se co-cultivaron con MSC derivadas de médula 6sea de adultos y de
adultos mayores durante 7 dias, en presencia o ausencia de citocinas fundamentales para
el mantenimiento de la poblacion HSPCs CD34+, tales como SCF, TPO, IL-6, FLT3. Las
condiciones evaluadas fueron: HSPCs CD34+ en cultivo, HSPCs CD34+ mas citocinas en
el medio de cultivo, MSC en presencia de HSPCs CD34+y MSC en presencia de HSPCs
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CD34+ y citocinas. Después de 7 dias de cultivo, no se observaron células en la condicién
de HSPCs cultivada en ausencia de citocinas. En la figura 21A, se muestran imagenes
representativas de las diferentes condiciones de cultivo evaluadas, observandose de
acuerdo a lo esperado un mayor numero de células hematopoyéticas en las condiciones
suplementadas con citocinas. En la figura 21B se muestra la gréafica representando el
namero total de células hematopoyéticas obtenidas en cada una de las condiciones, siendo
la primera barra, empezando de izquierda a derecha, la correspondiente al dia 0 de cultivo.
Se observo que las condiciones HSPCs + Citocinas, MSC de adulto y adulto mayor en
ausencia de citocinas, presentaron numeros similares doblando aproximadamente 4 veces
el nimero inicial, mientras que las condiciones en las que se combinaba la presencia de
MSC mas citocinas, presentaron 20 veces mas células con respecto al nimero inicial. Sin
embargo, no se observaron cambios con respecto a los grupos de adultos (MSC A) y
adultos mayores (MSC O). Con respecto a las condiciones con MSC, se evaluaron dos
fracciones, tanto la fraccién adherente como la no adherente. De acuerdo con lo observado
anteriormente, las condiciones en las cuales se adicionaron citocinas presentaron un mayor
namero de células, siendo la condicibn con MSC mas citocinas, la que presentdé mayor
namero de células, en ambos grupos evaluados (Fig. 21C). Con respecto a la fraccion
adherente, aunque se observé un mayor nimero celular en las condiciones con citocinas

agregadas, no hubo cambios entre los grupos de estudio (Fig. 21D).

Posteriormente, se evaludé por citometria de flujo el fenotipo de las células
hematopoyéticas provenientes de las condiciones anteriormente sefialadas, incluyendo las
fracciones adherente y no adherente. En la figura 21E, se muestran graficos representativos
del enriquecimiento de las HSPCs, mediante la seleccion positiva de células CD133+,
siendo mas del 95% de las células CD133+ en la fraccién enriquecida. Ademas, se
demuestra que el 100% de las células enriquecidas en CD133, son células CD34+. Se
incluy6 el marcador CD38, para determinar la jerarquia de progenitores hematopoyéticos
presentes en la muestra, siendo la fraccion mas primitiva la CD34+CD38-, donde se
localizan las HSC y la fraccion CD34+CD38+ correspondiente a los HPC (Fig. 21E). En la
figura 21F se muestran graficos representativos de las poblaciones de HSPC y HPC en las
distintas condiciones de cultivo evaluadas en la fraccion no adherente, mientras que en la
figura 21G se muestran en la fraccion adherente. Observamos que después de 7 dias de
cultivo, la poblacion CD34+CD38- disminuye en las condiciones de cultivo HSPCs mas
citocinas y en cultivo solo con MSC, tanto de adulto como de adulto mayor (Fig. 21H). Por

el contrario, en las condiciones de cultivo con MSC mas citocinas, esta poblacién se
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expande tanto en la fraccion adherente como en la no adherente, observando un efecto
aditivo de las citocinas mas factores producidos por las MSC. Por su parte, la poblacién de
HPC CD34+CD38+ se expande en todas las condiciones de cultivo. Después de 7 dias de
cultivo, observamos la aparicion de la poblacion CD34-CD38+, la cual corresponde a los
HPC comprometidos, lo cual nos indica la diferenciacion de las HSPC sembradas en dia 0.
Encontramos que la poblacién de HPC comprometidos presenta mayor frecuencia en las
condiciones de cocultivo solo con MSC, en ambas fracciones estudiadas, comparado con
las condiciones de cocultivo de MSC mas citocinas, esto es debido a que las citocinas
agregadas favorecen el mantenimiento de progenitores mas inmaduros. Cabe destacar que
no encontramos diferencias en la frecuencia de los HPC evaluados, entre cocultivo con

MSC derivadas de adultos y adultos mayores.

Después, se evalud el nimero de progenitores hematopoyéticos en las condiciones
evaluadas anteriormente. Tal como era esperado, las condiciones suplementadas con
citocinas presentaron un mayor numero de progenitores hematopoyéticos (Fig. 21l),
ademas de mantenerse una proporcion de progenitores multipotentes en estas condiciones.
De forma interesante, en su fraccibn no adherente, las MSC de adultos mayores
suplementadas con citocinas, presentaron un numero similar de colonias de progenitores
con respecto a las HSPCs suplementadas con citocinas. Asimismo, presentaron una
tendencia a tener un mayor nimero de colonias totales y eritroides, con respecto al grupo
de MSC de adultos. Sin embargo, es importante destacar que el tamafio de la muestra es
2 por grupo, por lo cual, no podemos concluir si existen diferencias entre los dos grupos

evaluados.
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Figura 21. Evaluacion de la capacidad de soporte hematopoyético de MSC derivadas de médula ésea de
adultos y adultos mayores. A. Imagenes representativas de cocultivos de HSPCs y MSC derivadas de adultos
y adultos mayores, después de 7 dias de cultivo. Izquierda a derecha se muestran imagenes de las condiciones
evaluadas: HSPCs cultivadas en presencia de citocinas (SCF, IL-6, TPO y FIt3); HSPCs cultivadas en presencia
de MSC derivadas de adulto (MSC A); HSPCs cultivadas en presencia de MSC derivadas de adulto mayor
((MSC 0); HSPCs cultivadas en presencia de MSC derivadas de adulto (MSC A) y citocinas (SCF, IL-6, TPO y
Fit3); y HSPCs cultivadas en presencia de MSC derivadas de adulto mayor (MSC O) y citocinas (SCF, IL-6,
TPO y FIt3). B. Grafica mostrando el nimero de células hematopoyéticas totales obtenidas de cada una de las
condiciones mencionadas anteriormente, en ausencia y presencia de citocinas. B. Gréafica mostrando el nimero
de células hematopoyéticas totales obtenidas de la fraccién no adherente del cocultivo de las condiciones
evaluadas. C. Gréafica mostrando el nimero de células hematopoyéticas totales obtenidas de la fraccion

Adherente ' No adherente '
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adherente del cocultivo de las condiciones evaluadas. E. Gréaficos representativos de la estrategia de
enriquecimiento de HSPCs, a partir de la seleccion de células CD133+. Se muestran tanto la fraccién CD133+
y la fraccion CD133-. Se muestra la proporcion de HSPC CD34+CD38- y HPC CD34+CD38+, a partir de la
poblaciéon CD133+. F. Graficos representativos de las poblaciones de HSPCs CD34+CD38-, HPC CD34+CD38+
y HPC comprometidos CD34-CD38+ en la fraccion no adherente de las distintas condiciones de cultivo
evaluadas. G. Graficos representativos de las poblaciones de HSPCs CD34+CD38-, HPC CD34+CD38+ y HPC
comprometidos CD34-CD38+ en la fraccion adherente de las condiciones de cultivo con MSC. H. Gréfico de
barras mostrando las frecuencias de las poblaciones de HSPCs CD34+CD38-, HPC CD34+CD38+ y HPC
comprometidos CD34-CD38+, en las diferentes condiciones de cultivo evaluadas. I. Grafica mostrando el
numero de progenitores por cada 1,000 células hematopoyéticas obtenidas de las condiciones de cocultivo
evaluadas. Se muestra el nimero de colonias de progenitores multipotentes, eritroides y mieloides.
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Discusion

En el presente estudio se analizdé el efecto del envejecimiento en la composicion del
microambiente hematopoyético utilizando muestras de médula désea de pacientes
hematoldgicamente sanos. Este estudio clarifica la localizacion de las HSPCs CD34+ en la
médula 6sea adulta y envejecida, mostrando que las HSPCs mantienen su localizaciéon
perivascular en médula ésea, en contacto con MSC NGFR+, pero incrementando su
asociacion a adipocitos en el envejecimiento. De acuerdo a nuestra investigacion, las
HSPCs CD34+ se localizan inmediatamente adyacentes a los adipocitos y enfatiza que el
envejecimiento correlaciona con cambios en la localizacion de las HSPCs CD34+ en
humanos. Ademas, observamos que el incremento, asociado al envejecimiento, en la
localizacién peri-adipocitica de las HSPCs correlaciona con un aumento en la densidad de
células mieloides en estas zonas. Proponemos que los cambios asociados al
envejecimiento en las interacciones entre las HSPCs y su microambiente pueden influir en
el sesgo de diferenciacion hacia linaje mieloide y el riesgo latente del desarrollo de

leucemias de tipo mieloide.

Se ha descrito, que asociado al envejecimiento, las HSC presentan un “sesgo” de
diferenciaciéon hacia linaje mieloide, aumentando éste y disminuyendo el linaje linfoide.
En este estudio reportamos que la densidad de células mieloides en maduracién aumenta
en el grupo de adultos mayores e incluso los valores absolutos de células mieloides totales
en sangre periférica, de acuerdo a lo reportado previamente para raton''®16, Ademas este
estudio agrega el andlisis de las células mieloides in situ en la médula 6sea humana,
aportando evidencia de su aumento asociado al envejecimiento. En humano, los estudios
realizados acerca del efecto del envejecimiento en las poblaciones de HSC, HPCs y de los
diferentes linajes hematopoyéticos, habia consistido hasta el momento en analisis de
frecuencias por citometria de flujo y ensayos de xenotransplante en ratén. De los cuales,
los ensayos en xenotransplante arrojaron la informacion del “sesgo” mieloide en las HSC
provenientes de adultos mayores (>70 afios)'%. Mientras que los analisis por citometria de
fluio mostraban datos contradictorios acerca del efecto del envejecimiento en el linaje
mieloide, unos reportaban que disminuian los progenitores mieloides (GMP)!°, mientras
que otros reportaban que no cambiaban sus frecuencias'®®. Ambas técnicas presentan
ventajas y desventajas comparado con la medicion in situ. Dentro de las ventajas del
modelo de xenotransplante esta la evaluacién en un sistema vivo, en el cual se pueden

evaluar todas las variables involucradas, lo cual no puede realizarse en humanos. Con
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respecto a la citometria de flujo, permite la evaluacion de poblaciones muy especificas
mediante el uso de combinaciones de marcadores. Sin embargo, la principal desventaja del
sistema de xenotransplante es principalmente la barrera de especies, lo que involucra
cambios en las poblaciones del microambiente hematopoyético, por ejemplo, la ausencia o
poca presencia de adipocitos. Con respecto a la citometria de flujo, su principal desventaja
es la obtencion de las poblaciones celulares, principalmente en médula ésea, ya que
dependiendo de donde se obtenga la muestra, ya sea aspirado o raspado de médula Gsea,
algunas poblaciones podrian permanecer en el tejido y no ser muestreadas. Por lo cual, las
evaluaciones in situ presentan soluciones a estas desventajas, siendo evaluadas en el

organismo de estudio y directamente en el tejido de interés, en este caso la médula ésea.

Con respecto a los linajes hematopoyéticos restantes, se ha reportado disminucion
en el linaje linfoide y aumento en los linajes de megacariocitos y eritroides 106109110 De
acuerdo a lo reportado, observamos una disminucién del linaje linfoide en el grupo de
adultos mayores, so6lo en los valores absolutos de linfocitos en sangre periférica, mientras
que en la médula 6ésea observamos que no habia diferencias en el porcentaje de linfocitos
B, Ty progenitores B Pax5+. Esto puede deberse a que ademas de la médula 6sea, existen
otros 6rganos donde se lleva a cabo la maduracion de linfocitos, el bazo y el timo, en el cual
se ha reportado que disminuye su produccion de linfocitos T asociado a la edad*®. Con
respecto a los linfocitos B, se ha reportado que disminuyen con la edad'®12, Sin embargo,
estos estudios se han enfocado en compartimentos mas inmaduros como progenitores
CLP, mientras que nuestro estudio evalu6 células maduras B CD20+, sugiriendo que los
efectos del envejecimiento pudiesen tener como blanco las poblaciones mas inmaduras.
En relacién a las poblaciones de megacariocitos y eritroides, no encontramos diferencias
asociadas al envejecimiento en médula 6sea y en sangre periférica, contrario al aumento
reportado previamente!®. Sin embargo, el aumento reportado en la poblacién de linaje de
megacariocitos y eritroide se enfocd en la poblacion progenitora de ambos linajes (MEP),
mientras que las poblaciones de los linajes por separado no fueron evaluadas. Por otro
lado, su estudio se enfocd en evaluar las diferencias entre grupos de estudio de jovenes
(<30 afos) y adultos mayores (>70 afios), mientras que nuestro estudio se enfoco en un

rango de edad mas cercando, siendo mayores de 50 y mayores de 65 afios.

Con relacién a la poblacion de HSPCs CD34+, observamos que ésta aumenta
asociado a la edad, de acuerdo a lo reportado previamente con respecto a la poblacion de

HSC 106109110 Aynque estos estudios reportan que al evaluar la poblacién total de CD34+
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no observan diferencias, al enfocarse en poblaciones mas inmaduras dentro del
compartimento de CD34+, observan que éstas aumentan, tales como la poblacion
CD34+CD38- y HSCs. Las diferencias observadas con respecto a la poblacién total CD34+
pueden deberse al método de andlisis, ya que cuando realizamos la evaluacién por
citometria de flujo de la poblacién de CD34 tampoco encontramos diferencias asociadas al
envejecimiento. Por lo cual, podria deberse que no se estan obteniendo estas poblaciones
al momento de procesar la muestra para evaluacion por citometria de flujo, mientras que

por inmunohistoquimica se evallan las células directamente en el tejido.

Debido al aumento observado en la poblacién de HSPCs CD34+, esperabamos
encontrar un aumento en la poblacion de MSC, ya que ésta ha sido directamente reportada
en su regulacion 395570.140.158,163,164 yy ademdas en contacto directo con las HSPCs CD34+4,
Sin embargo, encontramos que la poblacibon MSC NGFR+ no presenta cambios en su
frecuencia asociado el envejecimiento, evaluado por citometria de flujo, CFU-F e in situ. Lo
cual coincide con estudios realizados en ratdn, en donde reportan que la poblacién de MSC
no presenta cambios en su frecuencia ni en su distribuciébn en médula 6sea de ratones
viejos®51%, A pesar de no observar cambios asociados al envejecimiento, encontramos
que la poblacion de MSC NGFR+ mantiene su contacto con las HSPCs CD34+. Ademas,
las MSC NGFR+ mantienen contacto con las demas poblaciones hematopoyéticas, tales
como megacariocitos, linfocitos B y T, asi como progenitores eritroides, enfatizando su
importancia en la regulacion de la hematopoyesis. Al evaluar otras poblaciones estromales
reportadas como importantes para la regulacion de la hematopoyesis, tales como
macroéfagos, osteoblastos y arterias y capilares, no observamos diferencias que pudiesen

asociarse al envejecimiento, tal como se ha observado en reportes previos en humano y

ratén135,136,153

En lo que se refiere a los adipocitos, los cuales representan la poblacion estromal
con mayor presencia en la médula 6ésea de adultos, observamos que incrementan su
densidad con la edad, lo cual ha sido reportado desde que Moore y Dawson reportaron que
con la edad la médula “roja” era reemplazada por la médula “amarilla”®®. Posteriormente,
utilizando la tecnologia de resonancia magnética, dos estudios han aportado evidencia
contundente acerca del incremento en el area de adipocitos asociado al
envejecimiento!®®>14’. Especificamente, Miggitsch y colaboradores reportaron que el tejido
adiposo en la médula 6sea del fémur incrementaba*®. Sin embargo, se desconocia el papel

gue jugaba este incremento, en la regulacién de células hematopoyéticas. Aunque algunos
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estudios previos han sugerido un rol negativo para los adipocitos como reguladores del
microambiente hematopoyético®, actualmente se ha acumulado evidencia indicando a los
adipocitos como reguladores positivos. Los adipocitos promueven la regeneracion de la
médula ésea por parte de HSCs después de irradiacion o dafio a la médula®®, ademas de
participar activamente en la movilizacion de las HSPCs!. Aunado a esto, nuestras
observaciones describen una asociacion positiva entre los adipocitos y las HSPCs CD34+
en médula 6sea, tanto por densidad como por incremento en la adyacencia entre ambas
poblaciones. Esto concuerda con reportes de que los adipocitos son capaces de soporte
hematopoyético de la poblacion CD34+ in vitro, produciendo factores de sobrevivencia y
proliferacién de la misma manera que las MSC, tales como CXCL12, IL-8, CSF3 and LIF
949  Sin embargo, comparado con las MSC, los adipocitos producen mas IL-3,
angiopoyetina 2 e IGF1%. De forma interesante, IL-3 ha sido reportada como inductor de la

diferenciacion hacia linaje mieloide .

En el contexto de la diferenciacién mieloide, nuestro estudio describe una asociacion
positiva baja entre las densidades de las poblaciones de células mieloides y los adipocitos.
Sin embargo, al analizar la localizacion de las células mieloides en la médula 6sea,
observamos que su densidad aumenta en las areas cercanas a los adipocitos con el
envejecimiento, lo cual sugiere un papel importante de los adipocitos en la regulacién de la
mielopoyesis, lo cual concuerda con lo demostrado por Bhatia y colaboradores en 2017, en
donde describen a los adipocitos como el nicho de las células mieloides y eritroides. Sin
embargo, nosotros observamos una asociacion positiva baja entre la densidad de
adipocitos y la de progenitores eritroides tempranos. Con respecto a la mielopoyesis,
también se ha descrito que factores secretados por los adipocitos, tales como SCF,
adiponectina y leptina, favorecen la mielopoyesis!®®%° Estos resultados destacan la
importancia de estudios en médula 6sea de humanos, debido a que los adipocitos estan
poco representados en modelos de ratén'#° los cuales tienden a utilizar fémur de ratén, el

cual presenta poca o nula presencia de adipocitos.

Ademas de su papel en favorecer la diferenciaciéon hacia linaje mieloide, ha sido
reportado que los adipocitos producen factores que promueven y favorecen la inflamacion.
La secrecion de IL-6, IL-8 y TNFa por los adipocitos ha sido reportado que aumenta
asociado el envejecimiento*®. Asimismo, la inflamacién crénica ha sido descrita como una
caracteristica del envejecimiento y la transformacién oncogénica 1’1, Se ha descrito la

activacion y sobrexpresién de las principales vias de inflamacién, como NFkB, en HSCs y
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HPCs envejecidas!’?. De igual manera, las vias mTOR y ERK/MAPK se encuentran
incrementadas en HSCs y HPCs envejecidas, las cuales regulan el metabolismo,
crecimiento, proliferacion y la sobrevivencia de éstas!®®!72, Es importante mencionar, que
tanto TNFa e IGF1, los cuales se han reportado sobreexpresados por los adipocitos, activan
las vias NFkB, mTOR and ERK-MAPK, respectivamente!’*-1’5, Por lo tanto, los adipocitos
proveen sefiales para incrementar la inflamacion, proliferacién y sobrevivencia de las
HSPCs, los cuales son factores importantes para mantener a la poblacion de HSPCs, pero

a su vez, son factores conocidos por promover la aparicion de eventos oncogénicos.

Considerando que los adipocitos se diferencian a partir de la poblacién de MSC,
evaluamos si la capacidad funcional de éstas presentaba cambios asociados al
envejecimiento, principalmente en su capacidad de diferenciarse hacia adipocitos. En el
presente estudio, encontramos que no hay diferencias entre la capacidad de diferenciacién
hacia los tres linajes en MSC derivadas de médula ésea de adulto y adulto mayor. Esto de
acuerdo con lo publicado previamente en cuanto a su capacidad de diferenciacion hacia
adipocitos. Con respecto a la diferenciacion hacia osteoblastos y condrocitos se han
reportado resultados contradictorios, mientras unos reportan disminucion en la capacidad
de diferenciacion hacia osteoblastos y condrocitos#*143, otros grupos reportan aumento en
la osteogénesis'’® y otros que no hay diferencias'’”'’®, Es importante sefialar que los
estudios previos se han basado en mediciones cualitativas de la diferenciacion, mientras
gue nuestro estudio también se realizo la evaluacidon cuantitativa y de acuerdo a ésta,
concluimos que no habia diferencia entre los grupos. Cabe destacar que se han reportado
cambios asociados al envejecimiento en la capacidad de diferenciacién hacia adipocitos de
MSC de ratén, basados principalmente en el aumento en la expresion de factores de
diferenciacion adipogénico 5%, Estas diferencias pueden ser debidas principalmente a
los métodos de evaluacién, mientras los primeros son in vitro, los segundos implican
evaluacién de patrones de expresién de MSC obtenidas directamente de médula 6sea sin
pasar por cultivo. Esto también puede explicar por qué no observamos diferencias en
cuanto a la capacidad de proliferacion de MSC y en su capacidad de soporte
hematopoyético, ya que el sistema in vitro, al ser un ambiente artificial, puede no estar
replicando lo que sucede in vivo. Por lo cual, consideramos realizar RNAseq y ATACSeq
de MSC de muestras de médula 6sea de ambos grupos, sin cultivar, y de acuerdo a los
patrones de expresion, determinar si hay cambios funcionales en las MSC asociado al

envejecimiento.
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Conclusiones

El envejecimiento se asocia con cambios en la organizacion espacial entre las células
troncales/progenitoras hematopoyéticas (HSPCs CD34+) y los adipocitos en médula ésea,
incrementando su adyacencia. Este cambio no afecta su localizacion perivascular ni su
asociacion con MSC NGFR+, la cual se mantiene desde adultos hasta adultos
mayores. Esta asociacion correlaciona con la densidad de células mieloides en maduracion
en las zonas hematopoyéticas alrededor de los adipocitos, lo cual es responsable del
aumento en la densidad de células mieloides en médula ésea y en sangre periférica (Fig.
22).

El envejecimiento no tiene efecto sobre las densidades de las poblaciones
hematopoyéticas de linfocitos T, B, megacariocitos y progenitores eritroides tempranos, asi
como en las de poblaciones estromales como MSC NGFR+, macréfagos CD163+,
monocitos-macréfagos CD68+, arterias y capilares aSMA+ y trabéculas. Asimismo, las
asociaciones entre las poblaciones hematopoyéticas y las poblaciones estromales de MSC
y adipocitos, se mantienen en ambos grupos.

No existen diferencias en la frecuencia, capacidad de proliferacion, diferenciacion y
soporte hematopoyeético in vitro de las MSC entre adultos y adultos mayores.

Physiological aging

) Older Adult ]

— Endothelial cell

[Middle aged adult

~——— NGFR+BMSCs

—— Maturing myeloid
cell

A CD34+ HSPCs

Figura 22. Modelo de cambios asociados al envejecimiento fisiolégico en la organizacion del
microambiente hematopoyético. El incremento en el porcentaje de adipocitos correlaciona con un incremento
en los HSPC CD34+ y en las células mieloides en maduracién y su adyacencia con los adipocitos, mientras el

contacto con las MSC y su localizacién perivascular no presenta cambios en los grupos estudiados.
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Perspectivas

1. Analizar por RNAseq y ATACseq, los perfiles de expresién de MSC obtenidas por
sort, enfocando el andlisis en genes de diferenciacion adipogénica y favorecimiento
de diferenciacion mieloide y mantenimiento de HSPCs.

2. Debido al aumento en la diferenciacién mieloide asociado al envejecimiento, realizar
el andlisis del microambiente hematopoyético en biopsias de pacientes con
displasias y leucemia mieloide aguda y compararlo con los resultados en muestras
de pacientes hematolégicamente sanos.

3. Realizar cocultivos donde la poblacion adherente consista en adipocitos derivados
de adultos y adultos mayores, y cocultivarlos con HSPCs derivadas tanto de adultos
y adultos mayores y evaluar su efecto en el soporte hematopoyético.

4. Realizar xenotransplantes de HSCs derivadas de médula 6sea de adultos y adultos
mayores en ratones en los cuales la médula ésea tenga un porcentaje elevado de

adipocitos y asi poder evaluar su contribucion en la diferenciaciéon mieloide in vivo.
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Anexo 2 Formato de Consentimiento Verbal

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

Ejemplo de guidn para solicitar consentimiento verbal para participar en el estudio
de investigacion titulado: : Estudio comparativo del nicho hematopoyético
reticular de la médula 6sea murina y humana.

Buenos dias (tardes), mi nombre es y quiero hacerle una
invitacion para participar en un proyecto de investigacion que se esta llevando a
cabo en el laboratorio de nicho y microambiente en la unidad de investigacion
medica en enfermedades oncologicas de nuestra institucion. El objetivo de este
proyecto es conocer si la edad y el tipo de hueso influyen en la produccion de las
celulas de la sangre. Las células de la sangre son producidas dentro de sus huesos
(medula osea), ahi se desarrollan en un ambiente especial, el cual estamos
interesados en saber si se ve afectado con la edad, o con el tipo de hueso. Al igual
que a usted, se estan invitando a 30 personas mas a participar.

Si usted acepta. su participacion consistira en donar los fragmentos de cabeza de
fémur o rodilla que le son retirados durante su cirugia y realizarle un
raspado superficial del hueso que se encuentra expuesto.

Su participacion no implica riesgo alguno. va que este estudio NO requiere ningtin
procedimiento adicional a su cirugia y se protegera la confidencialidad de la
muestra y usted no sera contactado por los investigadores. Requerimos de su
autorizacion para que una parte de su muestra sea enviada al Laboratorio del Dr.
John Dick en Canada. para realizar experimentos que no pueden ser realizados en
nuestra institucion por no contar con la infraestructura necesaria.

Es importante que sepa que usted no obtendra beneficios directos por su
participacion en el estudio, pero es posible que los resultados de esta investigacion
contribuyan para conocer sobre la forma en que son producidas las cé€lulas de la
sangre.

La participacion en este estudio es voluntaria, si usted acepta participar, toda la
informacion que se obtenga de su persona sera confidencial, y solamente sera
utilizada para los fines de la investigacion.



Anexo 3 Anticuerpos utilizados para IHQ

Anticuerpo Especie Clona Marca Catalogo
CD34 Conejo EP373Y Genetex EP373Y
Pax5 Conejo EPR3730 Abcam ab109443
CD3 Conejo poly rabbit C-term Fluidigm 3170019D
CD20 Ratén H1 Fluidigm 3161029D
Mieloperoxidasa Conejo Policlonal Abcam ab9535
E-caderina Conejo 24E10 Fluidigm 3158029D
CD31 Raton C31.3+C31.7+C31.10 LSBio LS-C390863
CD68 Raton CloneKP1 Fluidigm 3159035D
CD163 Conejo Policlonal Abcam ab87099
NGFR Conejo EP1039Y Biogenex NU522-UC
Perilipina Conejo Policlonal Abcam ab3526
Osteocalcina Conejo Policlonal Millipore AB10911
a-SMA Raton 1A4 Fluidigm 3141017D

Anexo 4. Articulo aceptado en Stem Cell Reports.
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SUMMARY

Age-related clonal hematopoiesis is a major risk factor for myeloid malignancy and myeloid skewing is a hallmark of aging. However,
while it is known that non-cell-autonomous components of the microenvironment can also influence this risk, there have been few
studies of how the spatial architecture of human bone marrow (BM) changes with aging. Here, we show that BM adiposity increases
with age, which correlates with increased density of maturing myeloid cells and CD34+ hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs)
and an increased proportion of HSPCs adjacent to adipocytes. However, NGFR+ bone marrow stromal cell (NGFR+ BMSC) density and
distance to HSPCs and vessels remained stable. Interestingly, we found that, upon aging, maturing myeloid cell density increases in he-
matopoietic areas surrounding adipocytes. We propose that increased adjacency to adipocytes in the BM microenvironment may influ-

ence myeloid skewing of aging HSPCs, contributing to age-related risk of myeloid malignancies.

INTRODUCTION

The frequency of somatic mutations and clonal hematopoi-
esis, known risk factors of hematological cancer, increase
dramatically with aging (Jaiswal and Ebert, 2019; Steensma
and Ebert, 2020). Numerous mouse studies have shown
that hematopoietic stem cells (HSCs) lose their repopulation
capacity while increasing their quiescence and frequency
with aging (de Haan et al., 1997; Rossi et al., 2005). Aging
also favors myeloid, megakaryocytic, and erythroid over
lymphoid lineages (Cho et al., 2008; Rundberg Nilsson
et al., 2016), which has been linked to the influence of
intrinsic (Beerman et al., 2010; Chambers et al., 2007; Rossi
et al., 2005) and microenvironmental factors (Ergen et al.,
2012; Lee et al., 2019; Vas et al., 2012). In mouse models,
bone marrow (BM) microenvironmental populations that
have been reported to be essential for hematopoietic regula-
tion include osteoblasts, endothelial cells, bone marrow
stromal cells (BMSCs), and adipocytes (Acar et al., 2015;
Ding et al., 2012; Ding and Morrison, 2013; Zhou et al.,
2017). Aging-associated changes in these populations result
in changes in BM architecture, including vascular remodel-
ing (Maryanovich et al., 2018; Sacma et al., 2019), decreases
in trabecular area, and increases in adipocyte area (Singh
etal., 2016). In contrast, BMSC frequency has been reported

to remain stable in mouse BM with aging (Maryanovich
et al.,, 2018; Sa¢cma et al., 2019).

In humans, aging studies are limited by sample availabil-
ity of benign BM. Furthermore, many studies compared
older adult BM with pediatric groups obscuring possible
differences between middle-aged and older adults; a key
age range when the incidence of myeloid neoplasia mark-
edly increases. Samples from oncologic patients (staging
marrows) are often included that may not reflect normal
individuals (Ogawa et al., 2000). Functional studies have
found epigenetic and genetic changes of human aged
HSCs (Pang et al., 2011; Rundberg Nilsson et al., 2016;
Sun et al., 2014). However, these reports on the effect of ag-
ing on myeloid-lymphoid lineage skewing are few and
showed contradictory findings. Although, there is an
evident decline of lymphoid lineages (Kuranda et al.,
2011; Pang et al., 2011; Rundberg Nilsson et al., 2016),
changes within the myeloid lineage with age are less clear,
as a decline or no effect has been reported (Kuranda et al.,
2011; Pang et al., 2011). While older individuals show an
increase in BM adipocytes (Justesen et al., 2001), the re-
ports on BMSCs are not consistent (Maijenburg et al.,
2012; Zhou et al., 2008).

To date, it remains unknown whether age-related
changes occur in human CD34+ hematopoietic stem and
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progenitor cells (HSPCs) and their myeloid progeny in the
BM microenvironment. Here, we report a systematic com-
parison of the frequency and location of maturing myeloid
and CD34+ HSPCs with respect to the marrow microenvi-
ronment composed of adipocytes, vessels, and BMSCs of
hematologically normal BM from individuals aged from
50 to 92 years.

RESULTS AND DISCUSSION

Aging Alters BM Architecture by Increasing
Adipocytes, CD34+ HSPCs, and Maturing Myeloid
Cells

Two BM regions were defined to quantify and compare the
different BM cell populations between middle-aged (50-64
years) and older adults (65-92 years). These regions were
non-bone area, which excludes artifacts and trabeculae;
and hematopoietic area (parenchyma), corresponding to
the non-bone/non-adipocytic region, which is recognized
by hematoxylin stain (Figure 1A). Non-bone area was used
to quantify adipocytes and the hematopoietic area was
used to quantify the rest of the BM cell populations. Cell
markers were selected according to their specificity and sensi-
tivity. Myeloperoxidase (MPO) was used for maturing
myeloid cells (Tsuruta et al., 1999); CD34 was selected for
HSPC detection, as it identifies all HSPCs, including HSCs
and myeloid and lymphoid progenitors (Bhatia et al.,
1997). Adipocytes were identified using perilipin (Boyd
etal., 2017); and, for BMSCs, low-affinity nerve growth factor
receptor (NGFR) was used. NGFR was chosen due to strong
in vitro and in situ evidence that this marker highlights
BMSCs (Quirici et al., 2002; Tormin et al., 2011). Systematic
scoring and image analysis of middle-aged and older adult
BM showed a statistically significant decrease in hematopoi-
etic area (Figure 1B) and an increase in adipocytic content in
older adult BM (Figures 1Cand 1D). Both age groups have the
same density of NGFR+ BMSCs (Figures 1C and 1E). Middle-
aged and older adult BM showed no difference on the per-
centage of CD34+ HSPCs, measured as the percentage of

CD34+ cells over total nuclei within the hematopoietic
area (p = 0.14, data not shown). However, a strong positive
correlation was found between CD34+ HSPCs and age (Fig-
ures 1C and 1F). Moreover, an increase in maturing myeloid
cells, was observed in the hematopoietic area of BM of older
adults (Figures 1C and 1G). To determine if the increase in
maturing myeloid cells in the BM of older adults, is also
seen in peripheral blood, peripheral blood counts from
both groups were compared. We found an increase in total
myeloid cells and a decrease in lymphoid cells in the older
adult group (Table 1). Our findings confirm previous studies
that reported an increase in HSPCs (Kuranda et al., 2011;
Pang et al., 2011; Rundberg Nilsson et al., 2016). However,
in contrast to our results, these studies did not find an in-
crease in myeloid cells. While previous reports used flow cy-
tometry to detect committed progenitors, our study
measured maturing myeloid cells in situ by IHC.

CD34+ HSPCs Are Immediately Adjacent to
Adipocytes Maintaining Perivascular Location in
Middle-Aged and Older Adult Human BM
Given the increased number of CD34+ HSPCs and adipo-
cytes in the BM of older adults, we determined if there
was an association between these two populations. We
confirmed a positive correlation between the density of ad-
ipocytes and CD34+ HSPCs in samples from both groups
(Figure 2A). Furthermore, we observed CD34+ HSPCs
located immediately adjacent to adipocytes (Figure 2B).
Interestingly, we found a statistically significant increase
in the percentage of CD34+ HSPCs immediately adjacent
to adipocytes in the older adult group (Figures 2B and
2C). Given the increased adipocyte content in the BM of
older adults, we also tested whether a single adipocyte
could make contact with more than one CD34+ HSPC.
Interestingly, we found a higher number of adipocytes
immediately adjacent to more than one CD34+ HSPC in
older individuals (Figure 2D).

Functional studies using mouse models have shown that
BMSCs are key components of the hematopoietic stem cell

Figure 1. Aged Human BM Shows an Increased Density of Adipocytes, CD34+ HSPCs, and Maturing Myeloid Cells

(A) Representative images of an H&E stain of a middle-aged adult BM (total bone marrow area) and quantification of non-bone and
hematopoietic area. Non-bone area (yellow area) excluding trabeculae (asterisk). Hematopoietic area (red area) excluding trabeculae
(asterisk) and adipocytes (arrow). Scale bar, 100 um. IHC staining, DAB; counterstain, hematoxylin. 20X magnification.

(B) Percentage of BM hematopoietic area in both age groups: 50-64 years (n = 7) versus 65-92 years (n = 5), p = 0.03.

(C) Representative IHC images (original) of adipocytes, NGFR+ BMSCs, CD34+ HSPCs, and maturing myeloid cells in BM biopsies from
hematologically healthy patients aged 50-64 and 65-92 years. Each image is accompanied by its objects’ identification outline image

produced by CellProfiler (Image Analysis). Scale bar, 200 pum.

(D) Adipocyte density in patients aged 50-64 years (n = 7) and 65-92 years (n = 5). p = 0.03.
(E) NGFR+ BMSC density: 50-64 years (n = 7) versus 65-92 years (n =7), p = 0.14.

(F) Association between CD34+ HSPCs and age. Pearson correlation test, r=0.71, n = 10.

(G) Maturing myeloid cell density: 50-64 (n = 7) and 65-92 years (n = 5), p = 0.01.
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Table 1. Peripheral Blood Parameters from Hematologically Healthy Patients Aged 50-92 Years

Leukocytes  Myeloid Cells  Neutrophils  Monocytes Lymphocytes  Erythrocytes  Hematocrit Platelets
Age Groups  (10°/pL)  (10°/uL) (10°/uL) (10°%/uL)  (10°/ulL) (10°/uL) (%) (10°/uL)
50-64 years 7.15 + .59 4.92 + .39 4.21 +0.38 0.52 + 0.04 2.26 = 0.14 4.62 + 0.08 40.67 = 0.74 254.1 + 11.09
(n=28)
65-92 years 8.36 +.73 6.54 + .55 5.70 £ 0.53 0.64 + 0.04 1.78 £ 0.13 4.55 + 0.09 41.16 + 0.80 274.6 + 15.37
(n=30)
p values 0.21 0.02 0.02 0.04 0.01 0.58 0.66 0.28

niche (Ding et al., 2012); and in humans it has been re-
ported that more than 80% of CD34+ HSPCs are in close
contact to NGFR+ BMSCs in perivascular areas (Flores-Fig-
ueroa et al., 2012). Therefore, we assessed whether the
increased association of CD34+ HSPCs to adipocytes in
older adults had an impact on their perivascular distribu-
tion and contact with NGFR+ BMSCs. We found that
CD34+ HSPCs in human BM, from both groups, are located
in perivascular areas, with >80% of HSPCs located <10 pm
from the closest blood vessel, with no differences between
age groups (Figure 2E). Using imaging mass cytometry
(IMC) technology, we found that, in all samples analyzed
from both age groups, CD34+ HSPCs remained in close
contact to NGFR+ BMSCs (Figure 2F).

Aging Increases Maturing Myeloid Cell Density
Surrounding Adipocytes

We next assessed whether there was an association be-
tween the density of maturing myeloid cells and adipocytes
and found only a weak positive association (Figure 3A).
However, given that both cell populations are increased
with aging, we studied whether maturing myeloid cells
preferentially locate closer to adipocytes. We analyzed
maturing myeloid cell density in the immediate hemato-
poietic area surrounding adipocytes (within one cell dis-
tance from adipocyte membrane) and in the parenchyma
(at least two-cell distance from adipocyte membrane) (Fig-
ure 3B, middle panel). Using image analysis software, we
quantified maturing myeloid cell density in the above-
mentioned areas of BM from middle-aged and older adult
groups (Figure 3B, lower panel). Maturing myeloid cells
distribute equally in both hematopoietic areas in both
age groups (Figure 3C). However, we found a higher density
of maturing myeloid cells surrounding adipocytes in the
older adult group in comparison with the middle-aged
group (Figure 3C). Such difference was not observed
when comparing parenchyma areas of both age groups,
suggesting that increases in maturing myeloid cell density
associated to aging occur in the hematopoietic areas close
to adipocytes. Our results support recent findings suggest-
ing that adipocytes are the niche cells for myelopoiesis
(Boyd et al., 2017).
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Based on the increases that we found in CD34+ HSPCs
and maturing myeloid cells surrounding adipocytes with
aging, we next assessed whether CD34+ HSPCs adjacent
to adipocytes were also close to maturing myeloid cells. Us-
ing IMC technology, we identified CD34+ HSPCs that were
both adjacent to adipocytes and maturing myeloid cells in
BM samples from both age groups (Figure 3D). Conse-
quently, we calculated the percentage of CD34+ HSPCs
adjacent to adipocytes that were also adjacent to maturing
myeloid cells in both age groups (50-64 years, n = 2; 65-92
years, n = 3). In all samples analyzed, >70% of CD34+
HSPCs adjacent to adipocytes were adjacent to maturing
myeloid cells (Figure 3E). The increased association of
CD34+ HSPCs to adipocytes with aging and the spatial as-
sociation of myeloid cells with adipocytes suggests that
adipocytes may be favoring myeloid differentiation
(Figure 3E).

Our study refines the location of CD34+ HSPCs in hu-
mans across the spectrum of middle-aged to elderly BM.
We showed that CD34+ HSPCs are located in a perivascular
area and in close contact to NGFR+ BMSCs across all age
groups, but there was increased association with adipocytes
in older age groups. To our knowledge, this is the first report
that locates CD34+ HSPCs immediately adjacent to adipo-
cytes and highlights that aging correlates with changes in
the location of CD34+ HSPCs in humans. This result high-
lights the importance of human studies, since adipocytes
are underrepresented in mouse models (Flores-Figueroa
and Gratzinger, 2016), which tend to rely on nearly adipo-
cyte-free mouse femurs. While some previous studies
suggested a negative role for adipocytes as regulators of
the hematopoietic microenvironment (Naveiras et al.,
2009), there is now accumulating evidence pointing to
adipocytes as positive regulators by promoting the regener-
ation of HSCs (Zhou et al., 2017) and playing an important
role in HSPC mobilization (Wilson et al., 2018). Our
findings refine a periadipocytic/perivascular location of
CD34+ HSPCs in humans that increases with aging (Fig-
ure 3F). The increased mature myeloid output that
correlates with these findings raises the idea that these
age-related changes in the interplay of HSPCs to their
microenvironment may influence myeloid skewing and
the attendant risk of myeloid malignancy.
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Figure 2. Human Aging Is Associated with Increased Adjacency between CD34+ HSPCs and Adipocytes

(A) Positive correlation between adipocytes and CD34+ HSPCs. Pearson correlation test, r = 0.56, n = 10.

(B) Representative images of CD34+ HSPCs spatially associated with adipocytes in BM biopsies from hematologically healthy patients aged
50-64 and 65-92 years. From left to right, CD34+ HSPCs IHC image, CD34+ objects’ detection image and digitalized image showing cells
not adjacent (in blue) and immediately adjacent to adipocytes (in green and red). Scale bar, 200 pum.

(C) Bar graph showing number of CD34+ HSPCs not adjacent and immediately adjacent to adipocytes: 50-64 years (n = 6) versus 65-92
years (n = 4), two-way ANOVA, p = 0.01, unpaired t test, immediately adjacent to adipocytes, p = 0.01.

(D) Bar graph showing number of adipocytes immediately adjacent to 1 or >1 CD34+ HSPCs: 50-64 years (n = 6) versus 65-92 years (n =4),
two-way ANOVA p = 0.052, unpaired t test, >1 in both age groups, p = 0.05.

(E) Bar graph showing CD34+ HSPC distance to vessels. Graph representing percentage of CD34+ HSPCs at a distance of 0-10, 10-20, and
>20 pum from vessels: 50-64 years (n = 3) versus 65-92 years (n = 3), two-way ANOVA p = 0.27.

(F) Representative IMC images showing an overlay of CD34+ HSPCs (red channel), NGFR+ BMSCs (green channel), and adipocytes (blue
channel) in BM biopsies from hematologically healthy patients aged 50-64 (n = 2) and 65-92 years (n = 3). Scale bar, 100 um. Adjacency
between CD34+ HSPCs, NGFR+ BMSCs, and adipocytes are indicated by white arrows.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

BM Samples

Femoral heads were collected from non-hematological, non-onco-
logical patients aged 50 to 92 years (n = 5§8), undergoing hip
replacement surgery at the Traumatology and Orthopedics Hospi-
tal Lomas Verdes (IMSS), Mexico. Ethical approval was obtained
from IMSS institutional review board (R-2012-785-092). Clinical
data from patients were retrieved.

Histology and Immunohistochemistry

Femoral heads were fixed in 10% formaldehyde. BM pieces of 2—
3 cm in length were cut from the femoral neck and decalcified in
12% EDTA/PBS (pH 8; Sigma-Aldrich) solution for 10 days, then
dehydrated and paraffin-embedded (Paraplast, Leica Biosystems)
using a Multifunctional Tissue Processor KOS (Milestone). All sam-
ples were evaluated by two independent hematopathologists. A to-
tal of 75% of samples were excluded due to identified dysplasia of
any of the hematopoietic lineages or lack of hematopoietic tissue
present. IHC staining was performed as described previously
(Flores-Figueroa et al., 2012). Antigen retrieval was performed us-
ing citrate buffer solution (pH 6; Sigma-Aldrich) with 0.05% Tween
20 (Sigma-Aldrich) at 110°C for 5 min using KOS (Milestone). Pri-
mary antibodies used were the following: MPO, rabbit, 1:250
(polyclonal/Abcam); Perilipin, rabbit, 1:1,000 (polyclonal/Ab-
cam); NGFR, rabbit, 1:50 (clone EP1039Y/Biogenex), and CD34,
rabbit, 1:5,000 (clone EP373Y/Genetex). Secondary antibody kit
used was anti-rabbit (Vector Laboratories).

Image Analysis

Slides were scanned using Aperio CS2 (Leica Biosystems). Three
20x field images per sample were analyzed. For NGFR and adipo-
cytes previous published pipelines were used (Berry et al., 2014;
Johnson et al., 2014). For CD34 and MPO, pipelines were created
and are available in https://github.com/Alicia-AguilarN/Cell-
Profiler-pipelines. For CD34+ HSPC and adipocyte spatial associa-
tion analysis, a pipeline with neighbor analysis module was
created, which is also available in https://github.com/Alicia-
AguilarN/Cell-Profiler-pipelines. Image] software was used to

measure distance between CD34+ HSPCs and vessels and for
manual quantification of CD34+ HSPCs adjacent to both adipo-
cytes and NGFR+ BMSCs and maturing myeloid cells and adipo-
cytes. For quantification of positive area of maturing myeloid cells
surrounding adipocytes and parenchyma, positive pixel count
algorithm was used in Image Scope software (Leica Biosystems).

IMC

IMC staining and ablation was carried out as reported previously
(Chang et al., 2017). Antibodies used for IMC staining were
CD34-158Gd (1:100), Perilipin-142Nd (1:100), NGFR-160Gd
(1:50), and MPO-146Nd (1:2,000). Overlaid images were obtained
using Wolfram Mathematica v.10.3 software (Fluidigm). Images
were contrast-enhanced by Adobe photoshop only for visualiza-
tion purposes.

Statistics

Statistics were performed using GraphPad Prism version 5.01 for
Windows (GraphPad software, La Jolla, CA, USA, www.graphpad.
com). For two-group comparisons, unpaired t test was used. For
multiple comparisons, two-way ANOVA followed by Bonferroni
post-test were performed. Results are presented as the mean =
SEM. Correlation analysis were performed using Pearson correla-
tion test.
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Figure 3. Human Aging Increases Maturing Myeloid Cell Density in Hematopoietic Areas Surrounding Adipocytes
(A) Weak correlation between adipocytes and maturing myeloid cell density. Pearson correlation test, r = 0.31, n = 11.

(B) Representative IHC images of maturing myeloid cells (MPO) (original) in BM biopsies from hematologically healthy patients aged 50—
64 and 65-92 years (upper panel). Adipocyte area (A) and parenchyma (P) delimitation for image analysis quantification (middle panel).
Image analysis of A and P, showing positive (yellow to red) and negative (blue) areas (lower panel). Scale bar, 200 pm.

(C) Bar graph showing the density of maturing myeloid cells in adipocyte area and parenchyma of the 50-64-year (n = 7) and 65-92-year
(n =5) groups. Two-way ANOVA, p = 0.002, unpaired t test, adipocyte area, p = 0.007.

(D) Representative IMC images showing an overlay of maturing myeloid cells (red channel), CD34+ HSPCs (green channel), and adipocytes
(blue channel) in BM biopsies from hematologically healthy patients aged 50-64 years (n = 2) and 65-92 years (n = 3). Scale bar, 100 um.
Adjacency between maturing myeloid cells, CD34+ HSPCs, and adipocytes are indicated by white arrows.

(E) Diagram showing the percentage of CD34+ HSPCs adjacent to maturing myeloid cells out of percentage of CD34+ HSPCs adjacent to
adipocytes in both age groups. Percentage of CD34+ HSPCs adjacent to adipocytes was calculated from IHC analysis and the percentage of
CD34+ HSPCs adjacent to both adipocytes and maturing myeloid cells was calculated from IMC analysis.

(F) Proposed model of physiological aging-related changes in human BM spatial organization. Increasing marrow adiposity correlates with
an increased CD34+ HSPC and maturing myeloid density and adjacency with adipocytes, while contact with MSCs and perivascular
localization remains unchanged across age groups.
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