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Resumen
Las células madre (CM) son células con capacidad de autorenovacion, proliferacion y

diferenciacion a células de diferentes linajes. Las CM hematopoyéticas (CMH)
constituyen un tipo de CM con capacidad de diferenciarse a todos los linajes celulares
de la sangre; proceso conocido como hematopoyesis y mediante el cual se mantiene la
homeostasis celular en la sangre. En el adulto, el proceso de hematopoyesis ocurre
principalmente en la médula 6sea (MO), en un microambiente hematopoyético (MH) o
nicho. Sin embargo, en ciertas condiciones patolégicas o experimentales, la
hamatopoyesis puede generarse en tejidos y 6rganos diferentes a la MO, en un proceso
conocido como hematopoyesis extramedular (HE). El higado es uno de los 6rganos en
donde puede ocurrir HE. Para que se produzca la HE es necesario que existan
microambientes que favorezcan la promocion de sobrevida, proliferacion vy
diferenciacion de CMH. Estos microambientes son conocidos como microambientes
hematopoyéticos (MH) y estan constituidos por células y proteinas del estroma de la
MO. Con relacion al componente celular de los MH, es bien conocido que las células
estromales mesenquimales juegan un papel fundamental para promover la
hematopoyesis a partir de las CMH. Asi mismo, es bien conocido que el colageno es un
componente fundamental de los MH. Los MH pueden ser simulados in vitro e in vivo
mediante la combinacion de elementos celulares con matrices o soportes bioldgicos. En
el presente trabajo, se emplearon los conocimientos de hematopoyesis, HE y de
modelos tridimensionales para desarrollar un modelo tridimensional (3D) constituido
por CMH de ratdn, células estromales mesenquimales (CEM) humanas y microperlas de
colageno (MC), todo lo cual fue incluido en un coagulo de plasma rico en plagquetas
(PRP). Se realizaron estudios de viabilidad y funcionalidad de las CMH en cultivos in

vitro del complejo 3D, PRP/CMH/CEM/MC. Asi mismo, coagulos del complejo



PRP/CMH/CEM/MC fueron implantados a nivel subcutdneo en ratones vy
posteriormente se evalu6 la generacion de células sanguineas en dicho implante. Los
estudios funcionales de hematopoyesis, tanto in vitro como in vivo, fueron investigados
mediante ensayos clonogénicos en medio semisdlido (metilcelulosa) suplementado con
citoquinas hematopoyéticas, estudios morfoldgicos y andlisis fenotipicos mediante
citometria de flujo. Nuestros resultados muestran que el modelo 3D de
PRP/CMH/CEM/MC es un sistema en el cual se genera hematopoyesis tanto in vitro

como in vivo.

Palabras clave: nicho, células madre hematopoyéticas, hematopoyesis, hematopoyesis

extramedular, células estromales mesenquimales.
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Listado de abreviaturas

CEM: Célula estromal mesenquimal

CM: Célula madre

CMH: Célula madre hematopoyética

CMH-LT: Célula madre hematopoyética Long-Term

CMH-ST: Célula madre hematopoyética Short-Term

CMO: células de médula 6sea

EKLF: Erythroid Kruppel-like factor (factor tipo Eritroide-Kruppel)

Fli-1: Friend leukemia integration 1

HE: Hematopoyesis extramedular

LSEC: Liver Sinusoidal endothelial cells (células endoteliales del sinusoide hepatico)

MC: Microperla de colageno

MH: Microambiente hematopoyético

MO: Médula 6sea

PLC: Progenitor linfoide comun

PMC: Progenitor mieloide comun

PMM: Progenitor multipotente

PRP: Plasma rico en plaguetas

Vil



1) Introduccion

Las células madre (CM) son definidas como ceélulas capaces de autorenovarse,
proliferar indefinidamente y generar multiples linajes celulares. Las CM pueden ser
clasificadas con base a su localizacion en: embrionarias (células pluripotentes que dan
origen a todas las células sométicas del embrién, con capacidad de autorenovacion
indefinida y gran plasticidad) y adultas (células multipotentes capaces de generar

diversos linajes celulares) (Vazin y Freed, 2010; Clever y Snippert, 2011)

Otra clasificacion de las CM esta basada en su capacidad de diferenciacion: 1) células
totipotentes (huevo o zigote), las cuales pueden generar un organismo completo, 2)
células madre pluripotentes (células madre embrionarias) originadas a partir de las
totipotentes y que son capaces de originar células de las tres capas embrionarias, y 3)
células madre multipotentes y unipotentes, donde la primera puede formar un nimero
limitado de tipos celulares (células de una sola capa embrionaria), y la segunda solo

células de su mismo linaje (Osbourne, Golbsy y Kindt, 2007).

Las CM localizadas en la médula 6sea (MO) y que tienen la capacidad de generar
células de la sangre son denominadas células madre hematopoyéticas (CMH). A este
proceso se le denomina hematopoyesis. La funcion de estas CMH es de suma
importancia en el sistema sanguineo, ya que son las responsables de generar todas las
lineas celulares sanguineas durante la vida del organismo, garantizando la homeostasis
celular en la sangre. Las CMH son divididas en 2 clases segin su capacidad para

reconstituir MO en animales irradiados:



- CMH “"Long-Term”"(LT): reconstituyen la MO por largos periodos después de
la ablacion medular.
- CMH de “Short-Term™"(ST): reconstituyen la MO por cortos periodos después

de la ablacién medular. (Weissman, 2000)

A partir de la célula CMH-LT, se generan las CMH-ST vy de estas ultimas se generan: 1)
el progenitor mieloide comdn (PMC), que dara origen a globulos rojos, glébulos
blancos (neutrofilos, eosinéfilos, basofilos, monocitos, células dendriticas) vy
megacariocitos (generadores de plaquetas), y 2) el progenitor linfoide comin (PLC), del
cual se generaran linfocitos B, T y células naturales asesinas (Natural Killer, NK) (Lo,
MacLean y Stumpf, 2016; Weissman, 2000). Tanto las CMH como sus progenitores
pueden ser detectados mediante analisis de expresion de antigenos especificos en la
superficie de la membrana de cada una de estas células. En el caso del raton, la
presencia de los antigenos Sca-1 y c-Kit permite detectar la presencia de CMH (Terry y

col, 2003)

La hematopoyesis se inicia a nivel embrionario en el saco vitelino (7 dias después de la
fecundacion) donde se dara generacion de globulos rojos para el aporte de oxigeno de
los tejidos. Luego, el proceso pasara a una regién de la aorta dorsal denominada
" Aorta-gonada-Mesonefro™”, para seguir en el higado fetal, timo, bazo y finalmente a
ser desarrollada principalmente en la MO (Orkin y Zon 2008). El proceso de
diferenciacion hematopoyético esta relacionado con la expresion de ciertos factores de
transcripcion, tal como es el caso de GATA-1y PU.1, que promueven la diferenciacién
eritrocitos/megacariocitos/eosindfilos y eosinofilos/neutréfilos/baséfilos/macréfagos/

respectivamente. Otros ejemplos de factores de transcripcién son C/EBP para un destino



celular de eosinofilos, GATA3 y T-bet para células colaboradoras (TH1 y TH2), el
factor Eritroide-Kruppel-like (EKLF) y Friend leukemia integration 1 (Fli-1) para
linajes eritroides y megacariocitos. Pax5 para el desarrollo de células B, sin éste las
células se diferencian a precursores de células T, NK, células dendriticas, macrofagos,

neutrofilos, o eritocitos (Orkin y Zon 2008).

Algunas patologias o experimentalmente pueden influir en la hematopoyesis,
ocasionando que este proceso ocurra en sitios distintos a la MO. Este proceso se llama
hematopoyesis extramedular (HE) y puede darse en el bazo, higado y nédulos linfaticos

(Cardier y col, 1997).

Las CMH, al igual que las CM, requieren de microambientes que les proporcione los
factores necesarios para su sobrevida, proliferacion y diferenciacion. Esta region es
denominada ““nicho™’, y se define como un microambiente de un tejido local, que
mantiene todos los procesos bioldgicos de las CM y sus progenitores. En la etapa
adulta, tanto a nivel humano como en ratdn, las CMH se encuentran en la region del
endostio de los huesos largos que rodean la MO. A este nivel, las CMH mas primitivas
se encuentran en intimo contacto con los osteoblastos, todo lo cual constituye el nicho
osteoblastico. Por otro lado, los progenitores hematopoyéticos se encuentran a nivel de
la microvasculatura en intimo contacto con las células sinusoidales de la MO,
constituyendo lo que se conoce como el nicho perivascular. (Scadden y Morrison,

2014).



Con relacion al nicho osteoblastico, en modelos muridos, no estd muy claro como es la
relacion que existe entre las células osteoblésticas y las CMH, ya que ratones en los
cuales no hay células osteoblasticas (por delecion del gen Bgn), no se observan cambios
significativos en la hematopoyesis (Scadden y Morrison, 2014). En contraste con estos
resultados, se ha reportado que ratones que no expresan factores de transcripcion tales
como SP7 en las células osteoblasticas, presentan un aumento de células estromales
mesenquimales (CEM) en la médula ésea y una reduccion dréstica en la hematopoyesis,
lo cual indica que las células del linaje osteobléstico si son esenciales para la
hematopoyesis (Scadden y Morrison, 2014 ). También se ha estudiado la participacion
de otras moléculas, tales como las cadherinas (glicoproteinas transmembranas), las
cuales han sido involucradas en la union de CMH-Osteoblastos por medio de
adhesiones homofilicas entre las N-cadherinas expresadas en ambas células. Sin
embargo, en los modelos experimentales donde no se expresaban estas moléculas, se
observd que la hematopoyesis se desarrollaba de manera normal (Xi, 2009). Un ultimo
aspecto referente al nicho osteobléstico, es el caso del trasplante CMH a ratones
irradiados, donde se ha observado que las CMH se ubican en la cercania de la superficie
del endostio, lo cual puede deberse a efectos indirectos de las células osteoblasticas

(Scadden y Morrison, 2014).

En el caso del nicho perivascular, existen reportes que indican que ente microambiente
estd regulado por sefiales del sistema nervioso periférico y de la molécula Cxcl12 que

regula la retencion de las CMH en la MO (Scadden y Morrison, 2014).



Basado en los conocimientos que se tienen de los elementos que constituyen el
microambiente hematopoyético (MH), se han desarrollado algunos modelos 3D que
simulan el MH de la MO. Esto con el fin de poder producir células sanguineas en el
laboratorio y su potencial uso en pacientes. En los ultimos afios, algunos trabajos han
reportado el desarrollo de modelos 3D de MH, usando diferentes soportes y células. Es
de hacer notar que los modelos clasicos de hematopoyesis usan sistemas de cultivo
celulares bidimensionales (2D), en los cuales las CMH se cultivan sobre monocapas de
células estromales en frascos de cultivos (Choi y col., 2015). En contraste, en los
modelos 3D las células son cultivadas en estructuras o soportes que asemejan las

condiciones in vivo del MH (May col, 2001).

Con base a los conocimientos de la composicion celular y de proteinas que constituyen
el MH es posible desarrollar modelos 3D que simulen el sistema hematopoyético. La
aplicacion de estos modelos en un futuro podria ser de gran utilidad no solo para
entender la hematopoyesis, sino también para la produccion de células de la sangre y su

uso en pacientes con defectos en la produccion de células sanguineas

2) Antecedentes

2.1) Deteccion de CMH

Los estudios pioneros en la deteccion de CMH se originaron en experimentos de ratones
irradiados con cobalto-60, a los cuales se les inyecto por via intravenosa células de MO,

observandose la formacién de colonias con aspecto de nddulos en el bazo. Dichas



células fueron extraidas, demostrandose que los nodulos estaban constituidos por

células de tipo hematopoyético (McCulloch y Till, 1961).

En 1988, Irving L. Weissman logrd aislar por primera vez las CMH mas primitivas
hasta el momento. Estas células se caracterizaban porque no expresaban los marcadores
de células maduras o diferenciadas, tales como Gr-1, B220, CD4 y CD8, pero si
expresaban el antigeno Sca-1. Es importante resaltar que al inyectar estas células en
ratones irradiados letalmente, se pudo salvar a un 50% de estos ratones (Weissman y
col, 1988). Posteriormente, Weissman report6 que las CMH expresaban el receptor c-kit

(Ikuta y Weismann, 1992).

2) Microambientes Hematopoyéticos

A partir de los trabajos de McCulloch (1961), se desarrollé un concepto nuevo, el nicho
de las CM, el cual fue propuesto por primera vez en 1978 por Scofield (Scadden, 2006).
Este nicho debe tener las caracteristicas de ser un sitio anatomico definido, donde las
CM proliferan, se desarrollan y ademas la diferenciacién celular es inhibida. Scofield
consideraba que las unidades formadoras de colonias observadas por McCulloh no
correspondian a CM con su maxima capacidad de autorenovacion, sino que se trataban
de células mas diferenciadas (Papyannopoulou y Scadden, 2016). Posteriormente, se
desarrollaron estudios para comprender los elementos que constituian dicho nicho en la
MO. Se ha reportado la presencia de moléculas tales como las cadherinas, y la
osteoponina. En el caso de las cadherinas, estas son glicoproteinas transmembrana que
son responsables de mantener en intimo contacto a las células en los tejidos animales

(Aria y col, 2012). En el caso de la osteoponina (glicoproteina sintetizada por
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osteoblastos), esta es una proteina que se expresa en la MO, especificamente a nivel
endostial (Nilsson y col., 2005). Con relacién a los elementos celulares que componen
el MH, ademés de las CMH, es bien conocido que osteoblastos, células endoteliales y
CEM juegan un papel fundamental en promover la sobrevida, proliferacion vy

diferenciacion de las CMH (Cao y col., 2013).

2.3) Estudio de Hematopovesis Extramedular

A partir de los estudios del MH en MO, se desarrollaron investigaciones para conocer
como estaban constituidos los MH en otros érganos, de manera de profundizar acerca de
los elementos que constituyen estos nichos. Dentro de los estudios bioldgicos de las
CMH, podemos mencionar los relacionados con la HE en higado. En este érgano, se ha
demostrado, la HE ocurre en microambientes especificos representados por las células
endoteliales sinusoidales del higado (LSEC, por sus siglas en inglés). Estudios in vitro e
in vivo han demostrado que las LSEC representan los MH a nivel hepatico. (Cardier y
Barbera, 1997, Wittig, y col, 2010). Recientemente, ha sido reportado por este mismo
grupo que las CEM de la mucosa olfatoria proporcionan un MH “in vitro” (Diaz-Solano

y col., 2012).

Basado en los trabajos anteriores que demuestran las caracteristicas de los
microambientes hematopoyeticos, es posible generar un modelo 3D que se asemeje a la
MO vy a partir del cual se pueda desarrollar hematopoyesis, tanto in vitro como in vivo.

En el presente trabajo se propone un modelo 3D de MH conformado por CMH de raton,



microperlas de colageno (MC) que simulen la matriz extracelular de la MO, CEM
humanas incluidas en un coagulo de plasma rico en plaquetas (PRP), todo lo cual

conformaria un MH 3D constituido por CMH/CEM/MC/PRP.

3) Obijetivos

3.1) Objetivo General

Desarrollar un modelo 3D que simule la hematopoyesis que ocurre en médula Gsea

(MO).

3.2) Objetivos Especificos:

- Aislar CMH de MO de ratoén.

- Cultivar CEM humanas.

- Generar un modelo de cultivo 3D de MO constituido por CMH de raton, CEM,
microperlas de colageno (MC), CEM humanas incluidas en un coagulo de plasma rico

en plaguetas (PRP), formando un microambiente de CMH/CEM/MC/PRP.

- Evaluar la sobrevida y funcionalidad de CMH contenidas en un coagulo implantado

subcutaneamente en un ratén.

4) Hipotesis

Basados en estos conocimientos de la relacion del estroma, CMH y matriz, los cuales

juegan un papel fundamental en la hematopoyesis, es posible que un sistema constituido



por CMH, células estromales mesenquimales (CEM) y microperlas de colageno (MC)

pueda constituir una matriz tridimensional capaz de generar hematopoyesis.

5) Materiales y Métodos

5.1) Obtencién de CMH de MO de ratén

- Se utilizaron ratones machos de la cepa C57/BL6 de 6-8 semanas de edad (figura 1A),
con peso entre 20 a 25 gramos, provenientes del bioterio central del 1VVIC. Los ratones

fueron alimentados y mantenidos en condiciones apropiadas de temperatura y luz.

- Bajo una campana de flujo horizontal se procedié a sacrificar ratones, por medio de

dislocacion cervical. De estos se extrajo el femur de cada extremidad (figura 1B).

- Se procedié a limpiar cada fémur con una gasa estéril, para asi eliminar todos los

tejidos musculares que rodean al hueso (figura 1C).

-Finalizada la limpieza de cada fémur, se procedid a la extraccion de las células de la
MO (CMO), para lo cual se realiz6 un pequefio corte en las epifisis de cada fémur.
Luego, empleando una inyectadora de insulina, se perfundi6é el hueso con 0.5 cc de

PBS, tal como se muestra en las figuras 1D y 1E.

- La obtencion de la fraccion de celulas mononucleares, se realizd mediante la
centrifugacion de las CMO sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque siguiendo el método
descrito por Boyum (Boyum, 1968). Para ello la, suspensién celular obtenida (figura
1F), fue dispensada sobre un gradiente de Ficoll/Hypaque (GE Healthcare), (figura 1G)

en tubos cénicos de 15 mL en una proporcion 2:1 (suspension celular y Ficoll



respectivamente). Luego, esta suspension fue centrifugada a centrifugacion a 1800

r.p.m. durante 40 minutos.

- Del centrifugado anterior, se extrajo la interfase (figura 1H), donde se encuentran las
células mononucleares y las CMH (figura 11). La interfase se centrifugd a 1400 r.p.m
durante 7 minutos, obteniéndose un boton de células, el cual se resuspendio6 en un frasco
de cultivo T75 con ImL de medio de cultivo atMEM CHANG (Gibco), suplementado
con 18% de Chang B (Gibco), 2% de Chang C (Gibco), 1% de L-Glutamina (Gibco), 20
% de suero fetal bovino (Gibco) y 1% de Antibidtico-Antimicotico (Gibco).-(figura 1J).
- El cultivo celular se mantuvo en una incubadora de CO2 (5%), en condiciones

controladas de temperatura (37°C) y humedad (95%) (figura 1K).
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Figura 1. Aislamiento de CMH de MO de ratén. (A)Se sacrificaron 3 ratones de la cepa C57/BLS6, a los que se les

extrajo cada (B) fémur de cada extremidad. (C) Se realiz6 la limpieza de cada fémur por medio de gasas estériles para
eliminar los tejidos musculares que rodean al hueso, ademas de garantizar condiciones de esterilidad. (D-E) A cada
fémur se le realizé pequefios cortes en la epifisis y luego empleando una inyectadora de insulina se perfundieron con
0,5cc de PBS. (F) La suspension celular obtenida (1mL) del fémur de raton se afiadio a (G) 1 mL de Ficoll/Hypaque.
Las células en Ficoll/Hypaque se centrifugaron a 1800 rpm durante 40 mintutos, obteniéndose una (H) interfase de
células mononucleares (flecha roja) y de (I) CMH de raton. La interfase se extrajo y se centrifugé a 1400 rpm
durante 7 minutos, obteniéndose un boton celular que se resuspendié en un (J) frasco de cultivo T75 con medio de
cultivo tMEM CHANG (1mL). (K) El cultivo celular se mantuvo en una incubadora de CO2 (5%), en condiciones
controladas de temperatura (37°C) y humedad (95%).
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5.2) Descongelamiento y cultivo de CEM humanas

- En este trabajo se emplearon CEM humanas provenientes de la cresta iliaca, las cuales
estaban almacenadas a -70°C en la Unidad de Terapia Celular. Estas células provienen
de pacientes que recibieron tratamiento de regeneracion oOsea con CEM para
regeneracion de fracturas en pseudoartrosis. Los pacientes dieron su consentimiento

para Su uso.

- Las CEM humanas fueron descongeladas, bajo campana de flujo, colocando cada vial

en un bafo de maria a 37°C.

- La suspension celular de cada vial fue colocada en un frasco de cultivo T75 (Falcon,
Becton & Dickinson) (figura 2A-B), que contenia medio de cultivo cMEM CHANG

(figura 2B).

- Las CEM humanas cultivadas en el frasco de cultivo T75 se mantuvieron en una
incubadora de CO2 (5%), en condiciones controladas de temperatura (37°C) y humedad

(95%) (figura 2C).

De manera interdiaria fueron visualizadas en un microscopio invertido y se realizo

cambio de medio de cultivo dos veces a la semana.
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Figura 2. Cultivo de CEM. (A) CEM humanas almacenadas a -70°C en la Unidad de Terapia Celular, obtenidas de
la cresta iliaca de pacientes que recibieron tratamiento de regeneracion ésea con CEM para regeneracion de fracturas
en pseudoartrosis, los cuales dieron su consentimiento para su uso. (aumento 10X). (B) La suspension celular fue
colocada en frascos T75 que contenian medio de cultivo tMEM CHANG. (C) La suspension celular se mantuvo en
incubadora de CO2 (5%), en condiciones controladas de temperatura (37°C) y humedad (95%).

5.3) Formacion de modelo 3D hematopoyético (CMH/CEM/MC/PRP)

Para el desarrollo del modelo 3D de hematopoyesis se us6 MC (Atello Cell ® KOKEN,
Bovine dermis 100~ 400 um), PRP de individuos sanos, CMH de raton y CEM
humanas. Se siguié el protocolo previamente descrito por Wittig y colaboradores
(Wittig y col., 2016). En nuestro modelo se cultivaron 150.000 CEM humanas (figura
3A) sobre MC (lavadas previamente con PBS) durante 24 horas (figura 3B-C).
Transcurridas las 24 horas de cultivo de las CEM-MC, se afiadieron las CMH (1x10°-
2x10° células) de la MO de ratén (figura 3D) a las CEM-MC. Al complejo
CMH/CEM/MC, se le adiciond PRP. Posteriormente, se agregd una mezcla de cloruro

13



de calcio al 5% -Trombina (relacion 1:1), generandose un coagulo que constituye una
estructura 3D constituida por PRP/CMH/CEM/MC (figura 3E). ElI complejo 3D

CMH/CEM/MC/PRP fue implantado a nivel subcutaneo en ratones (n=4).

MC

C CEM + MC

Ea®

%}‘. 3

cultivo

E © + MC + CMH

D cMH cacCl2-Trombina

00 o>

Figura 3 Generacion de modelos 3D _hematopdyéticos (CMH/CEM/MC/PRP). (A) CEM humanas almacenadas
en la Unidad de Terapia Celular (aumento 10X) junto a (B) MC (aumento 10X) (C) fueron cultivadas durante 24
horas, para luego afadirles (D) CMH aisladas de MO de ratén y una mezcla de cloruro de calcio al 5% -Trombina
(relacion 1:1) y PRP, con lo que se pudo generar el (E) complejo3D constituido por CMH/CEM/MC/PRP.

5.4)_Implante de CMH/CEM/MC/PRP en ratones:

- El procedimiento que se describe a continuacion fue realizado bajo una campana de

flujo horizontal para mantener las condiciones de esterilidad.
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- Ratones C57/BI6 fueron anestesiados con ketamina (ketamax ®, 100 mg/kg) y
xilacina (sedanxil®, 7,5 mg/kg) para luego ser rasurados en la zona dorsal (figura 4A).
- Posteriormente, se procedi6 a realizar una incision de 0.5 mm en el dorso del animal a

través de la cual se realizé implante subcutaneo de las CMH/CEM/MC/PRP (figura 4B).

15d

Implante 3M

Figura 4 Implante subcutdneo de CMH/CEM/MC en ratones. (A) Ratones machos fueron anestesiados con una
dosis de ketamina 100 mg/kg y xilacina 7,5. (B) Los ratones fueron afeitados y se les realizd una incision de 0.5 mm
en el dorso, a través de la cual se realizé implante subcutaneo de las CMH/CEM/MC/PRP. Los implantes se dejaron
en los ratones por 15 dias (15d) y 3 meses (3M).

5.5) Sacrificio de ratones y ensayos hematopoyéticos

- Transcurridos 15 dias y 3 meses, se procedio a extraer los implantes de los ratones.
Para ello, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical y rasurados en la
region dorsal donde se extrajeron los implantes en condiciones de esterilidad (figura
5A-C).

- Los implantes se colocaron en placas de Petri.

- Se realiz6 observacion microscépica de los implantes en la lupa y posteriormente se
tomo registro fotogréfico.

- Los implantes fueron divididos en 3 segmentos (figura 5D) para realizar los siguientes

estudios:
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Una muestra fue sembrada como explante en un pozo de una placa de 24
pozos a fin de evaluar la migracion y proliferacion de las células (figura
5E).

Una muestra fue colocada en paraformaldehido al 4% (Sigma), para
estudios histologicos (figura 5F).

Una muestra fue digerida con la enzima colagenasa (1,392 mg/mL)
(Sigma), cuyas células fueron contadas en una camara de neubauer y
tefiidas con azul de tripano. Las células obtenidas se emplearon para:
estudios clonogénicos en medio semisolido de metilcelulosa (methocult
®) suplementado con citoquinas hematopoyéticas (SCF; IL-3,I1L-6,EPO),
de citometria de flujo y morfolégicos mediante tincion May-
Grinwald/Giemsa (Sigma) (figura 5G-1). Las metodologias empleadas

en estos estudios son las siguientes:

5.5.1) Ensayo de metilcelusa

- Se resuspendi6 la muestra de la suspension celular (50x10° células) proveniente

de la digestién en colagenasa y se agreg6 a la metilcelulosa.

- Se adicion6 la suspensién celular y de metilcelulosa en un pozo de una placa de

24 pozos.

5.5.2) _Analisis de citometria de flujo

- Se centrifugd la suspension celular a 1400 r.p.m. durante 10 minutos.

- El sobrenadante se descart6 y el boton celular se resuspendié en 300 uL de PBS

- Se prepararon viales para estudios de citometria, con una cantidad aproximada

de 5-10 x 10° células por vial. Se adicionaron anticuerpos primarios conjugados
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a FITC, PE o PECy5. Se incub6 durante 30 minutos.

Los anticuerpos

monoclonales de raton empleados para los estudios de citometria fueron los

siguientes:

e Anti-Ly-GA/E (Sca-1), que permite detectar células

hematopoyéticas.

e Anti-CD117 (C-Kit) que permite detectar células

hematopoyéticas

e Anti-CD11b que permite detectar monocitos

e Anti-Gr-1 que permite detectar granulocitos

e Anti-CD90 humano que permite detectar CEM humanas

e Anti-CD3 para el reconocimiento de linfocitos T de ratén

e Anti-CD19 para el reconocimiento de linfocitos B de raton

e Anti-B220 para el reconocimiento de linfocitos B de ratdn

e Anti-CD73 para el reconocimiento de CEM humanas

e Anti-CD105 para el reconocimiento de CEM humanas

progenitoras

progenitoras

Posterior a la incubacién, se realizaron dos lavados con PBS y se centrifugd

durante 5 minutos a 1200 r.p.m.

Se extrajo sobrenadante y se resuspendié el pellet en PBS BSA 0,1% (BSA,

Sigma).
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- Las muestras fueron analizadas en un citometro de flujo (FACSCalibur, Becton
Dickinson). Cinco mil células fueron adquiridas y analizadas mediante el
programa CellQuest (Becton Dickinson). Como controles se usaron viales que

no contenian anticuerpo (autofluoresencia) o con el respectivo isotipo

- Establecidos los controles, se procedié a hacer el andlisis de citometria para

detectar las células positivas para el marcador que se buscaba.

5.5.3) Evaluacion morfolégica de células obtenidas del implante

Las células obtenidas del implante fueron colocadas en un sistema para
centrifugacion en laminas portaobjetos y se centrifugaron en una citocentrifuga

(cytospin) a 600 r.p.m. durante 5 minutos.

- Las muestras fueron tefiidas con May-Grinwald y se incubaron a temperatura

ambiente durante 3 minutos.

- Se adicion6 buffer fosfato sobre la muestra, mezclando el buffer fosfato con el

colorante May-Grinwald.

- Se descart6 la mezcla que cubre la muestra y se adiciono el colorante Giemsa. Se

incub6 durante 15 minutos.

- Sedescart6 el colorante y se lavo la ldmina con agua.

- Lalédmina se dej6 secar en estufa en posicién vertical.

- Se colocaron los cubreobjetos sobre las muestras y se fijaron con medio de

montaje.

- Las muestras fueron examinadas bajo un microscopio de luz.
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Figura 5 Disefio_experimental de evaluacion de hematopoyesis (A) Transcurrido 15 dias y 3 meses se
procedié a (B) sacrificar a los ratones por dislocacion cervical y (C) una vez rasurados en la zona dorsal, se
(D) extrajeron los implantes (representacion grafica del implante cortado en varios segmentos, donde las
células alargadas representan a las CEM, las redondas pequefias a las CMH vy los circulos a las MC). Se
tomaron muestras de los implantes para realizar estudios de (E) migracién y proliferacion colocando una
muestra como un explante (circulos rojos) en un pozo de una placa de 24 pozos y (F) estudios histologicos.
Ademas se tomaron muestras de implantes digeridos con colagenasa para realizar estudios de (G)
caracterizacion por citometria de flujo, (H) funcionalidad por formacion de colonias hematopoyéticas
(CFU) en un medio semisélido (metilcelulosa) y (I) morfoldgicos de las células contenidas en el implante
por medio de cytospin y tincion May-Grinwald/Giemsa.
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5.6) Tincion de células hematopoyeéticas de raton y CEM humanas mediante PKH

Se aislaron CMH de MO de ratén y se descongelaron CEM humanas de la misma forma
como se detall6 anteriormente en la metodologia (figuras 1 y 2). Ambas poblaciones
celulares fueron tefiidas, con PKH red (Sigma) y green (Sigma) respectivamente, de la

siguiente manera:

Tincién de CMH y CEM con PKH

- Se ajusté el nimero de células a 3x10°
- Se elimin6 el medio con suero de las células, para ello se centrifugd a 1400

r.p.m. por 5 minutos para obtener un botdn de células.

ler Lavado:

- Se tomo alicuota de suspension celular, de tal forma que se obtuviese un

namero de 3x 10° células.

- Se adiciond a la alicuota de células el medio libre de suero (550uL).

- Se centrifugé a 1200 r.p.m. por 5 minutos. Finalizada la centrifugacion se

descart6 el sobrenadante.

2do lavado:

- Se adicionaron 550 uL de medio libre de suero en el boton celular.

- Se centrifugd a 1200 r.p.m. por Sminutos.

Preparacion para tefiir: Se ajusté volumen de células de la siguiente manera:

- Se emple6 un volumen celular de 25 pL.
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- Al volumen celular anterior se le adicionaron 125 pL de Diluente C,

obteniéndose un volumen final de 150 pL.

Preparacion de colorante: en un tubo de microcentrifuga a parte se realizo el

siguiente procedimiento:

- Se adicionaron 150 pL de Diluente C y 4 uL de PKH (red o green).

- Se agitd suavemente con la mano

Marcaje celular

- Se agregaron los 150 pL de suspension celular al tubo de microcentrifuga

anterior.

- Se incubaron por 5 minutos y luego se agité suavemente.

- Seagregd 300 pL de suero, e incubo por 1 minuto.

- Seagregd 300 uL de medio completo.

- Se centrifug6 a 1200 r.p.m. por 5 minutos.

- Finalizada la centrifugacién se procedié a realizar los siguientes lavados:

ler lavado:

- Se descarto el sobrenadante y se agregé 1mL de PBS.

- Se centrifugd a 1200 r.p.m. por 5 minutos.

2do lavado:

- Se descart6 el sobrenadante y se agregé 1mL de PBS.
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- Se centrifugd a 1200 r.p.m. por 5 minutos.

Finalizada la centrifugacion, se resuspendio el botén celular (CMH o CEM) en 500 uL
de PBS. Ambos tipos celulares tefiidos fueron empleados para estudios de citometria de

flujo y microscopia confocal de la siguiente manera:

5.7) Evaluacion de células marcadas con PKH mediante citometria de flujo y

microscopia confocal

- Las CEM humanas tefiidas con PKH green (figura 6A) y las CMH extraidas de MO de
raton tefiidas con PKH red (figura 6B), fueron cultivadas (figura 6C) para luego ser
caracterizadas por citometria de flujo (figura 6D) (tanto ambas en cultivo como
individuales) el mismo dia, a 1 dia y 7 dias después de tefiirse, con la finalidad de

comprobar la correcta tincion sobre las mismas.

- Simultaneamente 150x10° CEM tefiidas con PKH green (figura 6E) fueron cultivadas
en MC (figura 6F-G), junto con 500x10° CMH tefiidas con PKH red (figura 6H). Al
cultivo de CMH/CEM/MC (figura 61) se les agregd PRP y una mezcla de cloruro de
calcio al 5% -Trombina (relacion 1:1) generandose el modelo 3D hematopoyético con
las células tefidas (figura 6J). Una porcién del modelo 3D fue cortado y colocado en un
portaobjetos, al cual se le fijo un cubreobjetos empleando un fijador de ufias. Fijado el
cubreobjetos, se procedio visualizar el coagulo por microscopia confocal. Los modelos
3D hematopoyéticos fueron analizados por microscopia confocal el mismo dia, 1 diay 7

dias después de la tincién (figura 6K).
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Figura 6. Evaluacion de celulas marcadas con PKH mediante citometria de flujo y microscopia confocal (A)
CEM humanas tefiidas con PKH green junto a (B-C) CMH de MO de ratén tefiidas con PKH red fueron (D)
caracterizadas por citometria de flujo para evaluar la tincién sobre ambos tipos celulares. (E) CEM humanas tefiidas
con PKH green, (B) MC y (C) CMH de MO de rat6n tefiidas con PKH red fueron (1) cultivadas para luego afiadirles
una mezcla de cloruro de calcio al 5% -Trombina (relacion 1:1) y PRP con el que se generé un (J) modelo 3D
hematopoyético (CMH/CEM/MC/PRP) (representacion grafica del modelo 3D cortado en un segmento, donde las
células alargadas representan a las CEM, las redondas pequefias a las CMH vy los circulos a las MC). (K) EI modelo
3D hematopoyético (CMH/CEM/MC/PRP) fue analizado por microscopia confocal a diferentes tiempos (inicio del
cultivo, 1 diav 7 dias después de la tincion)
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5.8) Extraccion y estudios funcionales del implante de CMH/CEM/MC/PRP en

ratones

-Otros  estudios que se llevaron a cabo fueron realizados a partir de
CMH/CEM/MC/PRP constituidos por CMH de MO de raton tefiidas con PKH red y
CEM humanas tefiidas con PKH green, empleando la misma metodologia mencionada
anteriormente Las CMH/CEM/MC/PRP fueron implantadas subcutdneamente en
ratones durante 7, 15 y 30 dias. Transcurridos esos tiempos, se extrajeron los implantes
y se dividieron en 4 segmentos para estudios de migracion, proliferacion, histologicos,
funcionales, fenotipicos, morfoldgicos y de microscopia confocal, siguiendo la
metodologia descrita anteriormente (figura 7A-J), exceptuando el andlisis citométrico,
ya que no se realiz6 ningln tipo de marcaje con anticuerpos, debido a que la tincion
(PKH red o green) interrumpirian la sefial emitida por el fluorocromo unido al
anticuerpo. En estos casos, se procedio a resuspender las células en PBS BSA 0,1% y se

analizé inmediatamente en el citdbmetro de flujo.
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Figura 7. Disefio _experimental de evaluacién de hematopoyesis con células teflidas. (A) Las
CMH/CEM/MC/PRP fueron implantadas en ratones durante 7, 15 y 30 dias. Transcurridos estos tiempos se procedid
a (B) sacrificar a los ratones por dislocacion cervical y (C) una vez rasurados en la zona dorsal, se (D) extrajeron los
implantes (representacion grafica del implante, en el que las lineas rojas representan los cortes que se realizaron). Se
tomaron muestras de los implantes para realizar estudios de (E) migracién y proliferacion se colocé una muestra
como un explantes y (F) estudios histolégicos. (G) La tincion sobre las CMH y CEM se evalué mediante microscopia
confocal. Ademaés, se tomaron muestras del implante digerido con colagenasa para estudios de (H) caracterizacion
por citometria de flujo de las CMH tefiidas con PKH red y las CEM humanas tefiidas con PKH green, (1)
funcionalidad por formacién de colonias hematopoyéticas (CFU) y (J) morfoldgicos de las células contenidas en el
implante, mediante cytospin (frotis en portaobjeto) y tincion May-Griinwald/Giemsa.
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6) Resultados

6.1) Caracterizacion de CMH de MO de ratdn mediante citometria de flujo

Las CMO de ratdén fueron examinadas por citometria de flujo (ver materiales y
métodos), para determinar la presencia de CMH y asi emplearlas en la generacién del
modelo 3D de CMH/CEM/MC/PRP. En la figura 8A, se muestran CMO de raton
distribuidas en un gréafico de dot plot, basado en sus caracteristicas de tamafio (FSC) y
granularidad (SSC). Se establecié una region R1, en la que se localizan las CMH. La
zona de mayor tamafio y granularidad ubicada por encima de R1 corresponde a células
maduras sanguineas. El analisis citométrico de las CMH de MO muestra la deteccion de

células que expresan el marcador Sca-1 en la region R1 (figura 8 B).
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Figura 8. Caracterizacion de CMH de MO de ratdn mediante citometria _de flujo. (A) CMO de rat6n se
analizaron por citometria de flujo, cuyo grafico dot plot muestra a las poblaciones celulares distribuidas con base en
su tamafio (FSC) y granularidad (SSC). Se establecié una region R1 que comprende la poblacién de CMH de raton.
(B) Se detectaron células que expresan el marcador Ly-6A/E (Sca-1) en la region R1.
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6.2) CMH/CEM/MC/PRP después de 15 dias y 3 meses de implante.

El complejo 3D de CMH/CEM/MC/PRP fue implantado en ratones durante 15 dias y 3
meses (ver materiales y métodos). Transcurridos estos tiempos, se sacrificaron los
ratones y se les extrajeron los implantes (ver materiales y métodos) En el caso del ratén
de 15 dias, se observo el implante integrado al tejido del raton y la presencia de
angiogenesis, tal y como se muestran en la figuras 9A y 9B, ademas mediante
microscopia se evidencid la angiogénesis alrededor del implante (figura 9C). En el ratén
de 3 meses también se observo el implante integrado al tejido del raton (figura 9D).
También se pudo evidenciar, mediante observacion en microscopio de luz, las MC

empleadas en el modelo 3D (figura 9E-F).

Se tomaron muestras de los implantes extraidos para realizar estudios de migracion,
proliferacion e histolégicos. Simultaneamente, se tomaron muestras de los implantes
que fueron digeridas con la enzima colagenasa para hacer estudios funcionales,
fenotipicos y morfologicos (ver materiales y métodos) de las células contenidas en

éstos, obteniéndose los siguientes resultados en el raton de 15 dias:
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15 dias

3 Meses

Figura 9. Extraccion del implante (CMH/CEM/MC/PRP) después de 15 dias y 3 meses. (A) En el
implante de 15 dias (circulo) se observaron vasos sanguineos a su alrededor (flecha roja), (B)su integracion
al tejido (flecha roja) y (C) mediante microscopia se evidencio la presencia de angiogénesis alrededor del
mismo (flechas rojas). (D) El implante de 3 meses se detall6 igualmente integrado al tejido del raton
(flecha roja) y (E) al observarse en microscopio de luz, se pudo apreciar las (F) MC que lo constituyen

6.3)_Evaluacion de migracion y proliferacion de las células provenientes de

implantes (CMH/CEM/MC/PRP) de 15 dias

Para evaluar la funcionalidad de las células contenidas en los implantes de 15 dias, se

tomaron muestras que fueron colocadas y cultivadas como explantes en una placa de
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cultivo. Observaciones microscopicas evidenciaron la presencia de células redondas y
otras de tipo fibroblastoide provenientes del explante a partir de las 24 horas de cultivo
(figura 10A). Una mayor migracion y proliferacion de células se observo a partir de los

5 dias de cultivo (figura 10B).

Figura 10. Evaluacién de migracion vy proliferacion de células provenientes de implantes
(CMH/CEM/MC/PRP) de 15 dias. (A) Transcurridas 24 horas de cultivo, se observaron células redondas migrando
(imagen aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 10X) y (B) a los 5 dias de cultivo, una mayor proliferacion y
migracion de células redondas (imagen aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 10X).
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6.4) Caracterizacion mediante citometria de flujo de células provenientes de

implantes (CMH/CEM/MC/PRP) de 15 dias

Para evaluar los tipos celulares en los implantes de 15 dias, se tomaron muestras de
éstos digeridos con colagenasa (figura 11A) y se analizaron mediante citometria de flujo
(ver materiales y métodos) cuyo grafico dot plot muestra las poblaciones celulares
distribuidas con base en tamafio (FSC) y granularidad (SSC). En el mismo se
establecieron 3 regiones (R1, R2 y R3) segun los tipos celulares que se esperan
encontrar (figura 11B). En la figura 11C y 11D se observa la presencia de células Sca-1"
y C-kit" respectivamente, ademas de células co-expresando ambos marcadores en la
region R2 (figura 11E), por lo que podria tratarse de CMH de raton. También, se
detectaron células que expresaban los marcadores de linfocitos T (CD3) (figura 11F) y

de linfocitos B (B220 y CD19) (figura 11G-H) en la region R2.
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Figura 11 Caracterizacion de células provenientes de implantes (CMH/CEM/MC/PRP) de 15 dias mediante
citometria de flujo (regién R2). (A) Una muestra de implante (la linea roja representa el corte que se realiza al
implante) fue digerida con colagenasa, para luego cultivar las células provenientes de la muestra con anticuerpos
dirigidos contra los marcadores de interés (ver materiales y métodos). (B) Se analizaron las células provenientes del
implante por medio de una citometria de flujo, en cuyo grafico dot plot se muestra las poblaciones celulares
distribuidas con base en tamafio (FSC) y granularidad (SSC). En el mismo, se establecieron 3 regiones (R1, R2, R3),
segun los tipos celulares que se esperaba encontrar en estas regiones. La presencia de CMH y linfocitos se analizé en
la regién R2.(C) En el histograma de color rojo se observa la presencia de células Sca-1+ en la regién R2. El
histograma de color negro pertenece al control correspondiente. (D) Ademas, se detectaron células C-kit" en la region
R2 y (E) 25% de células co-expresando ambos marcadores, por lo que, indica la presencia de CMH raton. (F)
También, se pudo apreciar la presencia de linfocitos T (CD3) y (G-H) linfocitos B (células CD B220" y CD19%) en la
region R2

31



Al analizar la region R1, se obtuvieron resultados similares a los de la region R2. En
cuanto a las células provenientes del implante de 15 dias (figura 12A) analizadas en la
region R3 (figura 12B), se observé la presencia de CEM humanas (células CD90"), y

granulocitos de raton (células Gr-1%), tal como se muestra en las figuras 12C y 12D

respectivamente.
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Figura 12 Caracterizacion de células provenientes de implantes (CMH/CEM/MC/PRP) de 15 dias mediante
citometria de flujo (regién R3). (A) Una muestra de implante (la linea roja representa el corte que se realiza al
implante) fue digerida con colagenasa, para luego cultivar las células provenientes de la muestra con anticuerpos
dirigidos contra los marcadores de interés (ver materiales y métodos). (B) Se analizaron las células provenientes del
implante por medio de wuna citometria de flujo, en cuyo gréfico dot plot se muestra las poblaciones celulares
distribuidas con base en tamafio (FSC) y granularidad (SSC). En el mismo se establecieron 3 regiones (R1, R2, R3),
segun los tipos celulares que se espera encontrar en estas regiones. La presencia de CEM humanas y células maduras
se analizo en la region R3. (C) Se observo la presencia de CEM humanas (células CD90") y (D) granulocitos (células
Gr-1%) en la regiéon R3.
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6.5) Evaluacion funcional, fenotipica y morfoldgica de células provenientes de

implantes (CMH/CEM/MC/PRP) de 15 dias

Con la finalidad de confirmar la presencia de CMH y observar las caracteristicas
morfolégicas de las células provenientes de los implantes digeridos con colagenasa
(figura 13A), se realizé cytospin (frotis en portaobjeto) y tincion May-griinwald/Giemsa
de estas células (ver materiales y métodos). Analisis microscopico de las células
evidenciaron la presencia de ceélulas con caracteristicas de polimorfonucleares
(neutrdfilos) y monocitos de raton, tal como se muestra en la figura 13B. La capacidad
de formacion de colonias hematopoyéticas de las células provenientes del implante de
15 dias, fue evaluada en un medio semisélido (metilcelulosa) suplementado con
citoquinas hematopoyéticas. A los 5 dias de cultivo, se evidencié la presencia de
colonias de tipo hematopoyético (figura 13C). Las colonias fueron colectadas,
disgregadas y las células obtenidas fueron caracterizadas por citometria de flujo (figura
13D) (ver materiales y métodos). Se observd la presencia de células que expresaban el
marcador de células de origen mielopoyético (CD11b) (figura 13E) No se evidencid la
presencia de células que expresaran los marcadores CD73 ni CD90 de CEM humanas
(figura 13 F-G). La morfologia de las células provenientes de las colonias fue evaluada
mediante tincion May-Grinwald/Giemsa, observandose células de nlcleo arrifionado y

cluster de células, tal como se muestra en las figuras 13H y 131 respectivamente.
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Figura 13. Evaluacion funcional, fenotipica y morfolégica de células provenientes de implantes
(CMH/CEM/MC/PRP) de 15 dias. (A) Muestra de implante (la linea roja representa el corte que se realiza al
implante) que fue digerida con la enzima colagenasa para realizarle estudios funcionales y morfol6gicos de
metilcelulosa y cytospin (frotis en portaobjetos) con tincion May-griinwald/Giemsa respectivamente (ver materiales y
métodos). (B) En la tincion May-grinwald/Giemsa del cytospin de las células provenientes del implante, se
observaron células con caracteristicas polimorfonucleares (neutrofilos) (imagen aumentada en recuadro derecho),
monocitos de ratén (imagen aumentada en recuadro izquierdo) (aumento 20X). (C) Ademaés, se pudo apreciar la
formacion de una colonia después de 5 dias de cultivo en el medio semisélido (circulo) (aumento 10X). (D) Se realizé
un andlisis de citometria de las células provenientes de las colonias formadas en la metilcelulosa, cuyo gréafico dot
plot muestra a las células distribuidas con base en tamafio (FSC) y granularidad (SSC). Se establecieron 2 regiones
(R1, R2) segun los tipos celulares que se esperan encontrar en estas regiones. (E) Se observo la presencia de células
CD11b" (marcador de monocitos de ratén). (F-G) En el caso de los marcadores CD73 y CD90 (marcadores de CEM
humanas), no se obtuvo expresion en las células. (H) En la tincion May-griinwald/Giemsa del cytospin de las colonias




formadas en metilcelulosa, se pudo detallar una célula con nucleo arrifionado(el recuadro es un aumento de 40X de la
misma imagen) y (1) un clusters de células (aumento 40X).

En el raton de 3 meses se realizaron los mismos estudios de migracion, proliferacion,
histologicos, funcionales, fenotipicos y morfoldgicos (ver materiales y métodos), se

obtuvieron los siguientes resultados:

6.6)_ Evaluacion de migracién y proliferacion de células provenientes de implantes

(CMH/CEM/MC/PRP) de 3 meses

Para evaluar la funcionalidad de las células contenidas en los implantes de 3 meses, se
tomaron muestras que fueron colocadas y cultivadas como explantes en una placa de
cultivo, siguiendo los pasos de materiales y métodos. Observaciones microscopicas
evidenciaron la presencia de células de tipo fibroblastoide alrededor de las MC a partir
de las 48 horas de cultivo (Figura 14A). Se observo que se mantuvo la proliferacion de
células a los 15 dias de cultivo (Figura 14B), ademas se realizaron dos pases de células
con los que se evidencio que la proliferacion celular se mantenia a 5y 7 dias (figura

14C-D).
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Figura 14._ Evaluacion de migracion vy proliferacion de células provenientes de implantes
(CMH/CEM/MC/PRP) de 3 meses. (A) Transcurridas 48 Horas de cultivo se observaron células tipo fibroblastoide
(flecha roja) alrededor de las MC (aumento 10X) y (B) a los 15 dias de cultivo, se pudo apreciar células tipo
fibroblastoide confluentes (aumento 10X). (C) Se realizé un primer pase celular, en el que a los 5 dias de cultivo se
detallaron células tipo fibroblastoide confluentes (aumento 10X). (D) Al realizar un segundo pase celular, se pudo
observar que transcurridos 7 dias de cultivo las células tipo fibroblastoide se mantenian confluentes (aumento 10X).
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6.7) Caracterizacion mediante citometria de flujo de células provenientes de

implantes (CMH/CEM/MC/PRP) de 3 meses

Para evaluar los tipos celulares en los implantes, se tomaron muestras de estos digeridos
con colagenasa (figura 15A) y se analizaron por citometria de flujo (figura 15B) (ver
materiales y métodos). En las figuras 15C y 15D, se muestra la presencia de células
Sca-1" y C-kit", ademas de células co-expresando ambos marcadores (figura 15E), por
lo que podria tratarse de CMH contenidas en el implante después de 3 meses de
implante. También, se determiné la presencia de granulocitos (células Gr-1") y CEM

humanas (células CD90") en la muestra analizada (figural5F-G).

Las células adherentes provenientes del explante (figura 16A) fueron caracterizadas por
citometria de flujo. En el grafico dot plot se establecieron 2 regiones (R2, R3) segun los
tipos celulares que se esperan encontrar (figura 16B). En la figura 16C, se muestra la
presencia de CEM de raton (células Sca-1%) y CEM humanas (células CD105*, CD73" y
CD90") (figura 16D-F) en la region R2, resultados similares se obtuvieron al analizar la

region R3.

Por ultimo, se analizaron las células adherentes que procedian del primer pase celular
del explante (figura 17A) mediante citometria de flujo (figura 17B). Se observo
nuevamente la presencia de CEM de raton (células Sca-17) (figura 17C) y CEM

humanas (células CD105" y CD90") (figura 17D-E).
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Figura 15. Caracterizacién de células provenientes de implantes (CMH/CEM/MC/PRP) de 3 meses mediante
citometria de flujo. (A) Muestra de implante digerida con colagenasa (la linea roja representa el corte que se realiza
al implante), que fue analizada por citometria de flujo y cuyo (B) gréafico dot plot muestra a las poblaciones celulares
provenientes del implante, distribuidas con base en tamafio (FSC) y granularidad (SSC). (C) (C) Se observo la
presencia de células Sca-1" y (D) C-kit" en la region R1. (E)Ademas, se pudo apreciar la co-expresion de ambos
marcadores Sca-1 y C-kit en las células analizadas. (F) Se observé la presencia de granulocitos (células Gr-17) y (G)
CEM humanas (células CD90") en la regién R1
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Figura 16 Caracterizacion de células adherentes provenientes de explantes mediante citometria de flujo.
(A)Células adherentes del explante fueron analizadas por citometria de flujo y cuyo (B) grafico dot plot muestra a las
poblaciones celulares distribuidas con base en tamafio (FSC) y granularidad (SSC), en el mismo se establecieron 2
regiones (R2, R3) segun los tipos celulares que se esperan encontrar en estas regiones. (C) Se observo la presencia de

CEM de ratén (células Sca-1 ") y (D-F) CEM humanas (células CD105 , CD73 y CD90 ) en la regién R2.
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Figura 17. Caracterizacion de células adherentes provenientes del primer pase celular de explantes mediante
citometria de flujo. (A) Células adherentes del primer pase celular del explante fueron analizadas por citometria de
flujo y cuyo (B) gréfico dot plot muestra a las poblaciones celulares distribuidas con base en tamafio (FSC) y
granularidad (SSC).Se establecié una region R1 para analizar a las células de interés. (C) Se observo la presencia de
células Sca-1" y (D-E) CEM humanas (células CD105"y CD90") en la region R1.

6.8) Evaluacion funcional y morfoldgica de células provenientes de implantes

(CMH/CEM/MC/PRP) de 3 meses

Con la finalidad de confirmar la presencia de CMH vy observar las caracteristicas
morfolégicas de las células provenientes de los implantes de 3 meses (figura 18A), se
realiz6 cytospin (frotis en portaobjeto) y tincion May-griinwald/Giemsa en estas células

(ver materiales y métodos). Analisis microscépicos evidenciaron la presencia de células
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de ndcleo circular, como se aprecia en la figura 18B. La capacidad de formacion de
colonias hematopoyéticas de las células provenientes de los implantes de 3 meses fue
evaluada en un medio semisolido (metilcelulosa) suplementado con citoquinas
hematopoyéticas. A los 8 dias de cultivo se observo la formacion de colonias (figura
18C). La morfologia de las células provenientes de las colonias fue evaluada mediante
tincion May-Grinwald/Giemsa, observandose clusters de células, tal como muestra la

figura 18D.
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Figura 18._Evaluacion funcional y morfoldgica de células provenientes de implantes (CMH/CEM/MC/PRP) de
3 meses. (A) Muestra de implante que fue digerida con la enzima colagenasa (la linea roja representa el corte que se
realiza al implante) para los estudios funcionales y morfoldgicos en metilcelulosa y cytospin (frotis en portaobjetos)
con tincion May-grinwald/Giemsa respectivamente. (B) Las células provenientes del implante presentaron una
morfologia de nicleo circular (imagen aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 40X) y (C) fueron capaces de
formar colonias después de 8 dias de cultivo en metilcelulosa (aumento 10X). (D) Ademas, se realiz6 un cytospin y
tincion May-grinwald/Giemsa de las colonias formadas en metilcelulosa, donde se observo un clusters de células
(aumento 20X).

6.9) Andlisis de modelo 3D hematopoyético mediante citometria de flujo v

microscopia confocal

Se realizd tincién de las CMH de la MO de raton (figura 19A) con PKH Red, siguiendo
los pasos descritos en materiales y métodos. Para evaluar la tinciéon sobre las CMH, se
analizaron las muestras mediante citometria de flujo (figura 19B). Simultaneamente, se
prepar6 el modelo 3D (descrito previamente) usando cada una de estas poblaciones
celulares tefiidas con PKH. De tal manera que el complejo 3D quedd constituido como
un coagulo que contenia CMH-PKHR/CEM-PKH®/MC/PRP (ver materiales y métodos).
La fluorescencia de CMH y CEM en el complejo CMH-PKHT/CEM-PKH®/MC/PRP
fue evaluada mediante microscopia confocal. Para el andlisis citométrico se establecio
una region R2, donde se localizan las CMH, de manera de detectar las células marcadas
con PKH (CMH-PKHF). Es importante resaltar que en esta region estan contenidas
tanto las CMH como los linfocitos. En el analisis citométrico de la figura 19C, se puede
observar que las células son coloreadas con PKH red. Por otro lado, las CEM humanas
fueron tefiidas con PKH green (CEM-PKH®) (figura 19D) (ver materiales y métodos).
Mediante los estudios de citometria (figura 19E) se determind que las CEM eran

coloreadas por PKH green (figura 19F).
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Muestras de CMH-PKH® y CEM-PKH® fueron combinadas (figura 19G) para evaluar
la deteccion de las dos poblaciones en suspensiones celulares que contenian los dos
tipos de células. Mediante estudios de citometria (figura 19H), se observo la presencia
de CMH y MSC, cada una con su coloracion respectiva (CMH-PKH® y CEM-PKH®)

(figura 191-J)

Las muestras de CMH-PKHR, CEM-PKH®, MC (figura 20A). Mediante estudios de
microscopfa confocal del co4gulo que contenia CMH-PKH®/CEM-PKH®/MC/PRP se
confirmd la deteccion de cada poblacion celular mediante la correspondiente
fluorescencia. Asi, se aprecia células redondas tefiidas de rojo y MC demarcadas por
celulas alargadas de coloracion verde adheridas a las MC (figura 20 B). Similares
resultados se observaron en coagulos de CMH-PKH®/CEM-PKH®/MC/PRP mantenidos

durante 1 dia y 7 dias de cultivo (figura 20C-D).
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Figura 19. Cultivo, caracterizaciéon de CMH de MO de raton y CEM humanas mediante citometria de flujo.
(A) Las CMH aisladas de la MO de raton y tefiidas con PKH Red fueron analizadas por citometria de flujo, (B) cuyo
grafico dot plot muestra a las poblaciones celulares distribuidas con base en su tamafio (FSC) y granularidad (SSC).
Se analizd la region R2 donde se ubican las CMH-PKHF. (C) En el histograma morado se observa el marcaje de PKH
red sobre las CMH-PKHR en la region R2, por lo que se realiz una correcta tincion sobre las CMH. (D) Se
analizaron CEM humanas tefiidas con PKH green en la (E) region R3 donde se ubican las CEM-PKH®. (F) En el
histograma verde se observa el marcaje de PKH green sobre las CEM-PKH® en la regién R3, por lo que se realizé una
correcta tincién sobre las CEM. (G) Muestras de CMH-PKH® y CEM-PKH® fueron combinadas, (H) cuyo grafico dot
plot muestra a las CEM-PKH® ocupando una region citométricamente clara (R3) y distinta respecto a las CMH-
PKHR que ocupan otra region (R2). Al analizar cada una de estas poblaciones celulares, se observa el (H) marcaje de
PKH green sobre las CEM-PKH® y (1) PKH red sobre las CMH-PKHR en las regiones R3y R2 respectivamente
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Figura 20. Evaluacién de modelo 3D _hematopoyético (CMH—PKHR/CEM—PKHG/MC/PRP mediante

microscopia confocal.(A) Muestra del cultivo de CMH-PKHR/CEM-PKHG/MC al cual se le adicion6é PRP y la
mezcla calcio-trombina para formar el modelo 3D hematopoyético. (B) Modelo 3D hematopoyético al inicio del
cultivo y visualizado por microscopia confocal, se pudo detallar las células redondas tefiidas de rojo y células
alargadas de tincion verde que demarcan a las MC. (C) Modelo 3D hematopoyético después 1 dia de cultivo, se
pudo detallar nuevamente las células redondas tefiidas de rojo y células alargadas de tincién verde que demarcan a las
MC. (D) En el caso del modelo 3D hematopoyético después de 7 dias de cultivo, se pudo observar una agrupacion de
células redondas tefiidas de rojo y células alargadas de tincion verde que demarcan a las MC

6.10) Modelo 3D hematopoyético (CMH-PKHT/CEM-PKH®/MC/PRP) después de

7,15 v 30 dias de implante.

Las CMH-PKHR de ratén y las CEM-PKH® humanas, fueron empleadas en conjunto a
MC y PRP para la generacion de un modelo 3D hematopoyético, el cual fue implantado
en ratones durante 7, 15 y 30 dias (ver materiales y métodos). Transcurridos estos
tiempos, se sacrificaron los ratones y se les extrajeron los implantes (ver materiales y

métodos).

En el caso de ratones de 7 dias, se observo la presencia de angiogénesis alrededor del
implante (figura 21A-B). Ademas, se aprecian agregados de color blanquecino, tal como
se muestra en la figura 21C. De manera similar, en implantes de 15 (figura 21D-E) y 30
dias (figura 21F-H) se evidenci6 angiogénesis alrededor del implante. Muestras de estos
implantes (CMH-PKHY/CEM-PKH®/MC/PRP) fueron evaluados para estudios de
migracién y proliferacién. Adicionalmente, otros fragmentos de los implantes fueron
digeridas con colagenasa para estudios funcionales, fenotipicos y morfoldgicos (ver

materiales y metodos) de las células contenidas en estos implantes.
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Figura 21. Extraccion de los implantes (CMH-PKHR/MC/CME-PKHG/PRP) de 7, 15 y 30 dias. (A-B) En el
implante de 7 dias se observaron vasos sanguineos (flecha roja) alrededor del implante (circulo). (C) Ademas, se
pudo apreciar agregados de color blanquecino. (D-E) En el implante de 15 dias (circulo), se detallé la angiogénesis
(flecha roja). (F) El implante de 30 dias (circulo) se observo (F-G) integrado al tejido del raton (flecha amarilla) y la
presencia de angiogénesis a su alrededor (flechas rojas). (H) mediante microscopia se evidencié la presencia
alrededor del implante (flecha rojas).
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6.11) Evaluacion de migracion y proliferacion de las células provenientes de

implantes (CMH-PKHR/CEM-PKHS/MC/PRP) de 7 dias

Para evaluar la funcionalidad de las células contenidas en los implantes de 7 dias, se
tomo un fragmento de este y fueron cultivados como explantes en una placa de cultivo.
Observaciones microscopicas evidenciaron la presencia de células redondas y otras de
tipo fibroblastoide a partir de los 2 dias de cultivo (figura 22A). Una mayor migracion y
proliferacion de células se observé a partir de los 5 dias de cultivo (figura 22B). La
proliferacion celular se mantuvo durante 15 dias después de retirar el explante (figura

22C).
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Figura 22. Evaluacidn de migracion y proliferacion de células provenientes de implantes (CMH-PKH /CEM-

PKHG/MC/PRP) de 7 dias. (A) transcurridos 2 dias de cultivo, se observaron células redondas migrando (imagen
aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 10X) y (B) a los 5 dias de cultivo, se pudo apreciar una mayor
proliferacion de células redondas migrando y células tipo fibroblastoide (imagen aumentada en el recuadro amarillo)
(aumento 10X). (C) Las células redondas y fibroblastoide mantuvieron su proliferacion en el cultivo, sin explante,
durante 15 dias (imagen aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 10X).

6.12) Evaluacién de CMH-PKHR y CEM-PKH® provenientes de implantes (CMH-

PKHR/CEM-PKHS/MC/PRP) de 7 dias, mediante microscopia confocal vy

citometria de flujo.

Para evaluar la presencia de CMH-PKH® de ratén y CEM-PKH® humanas en los
implantes de 7 dias, muestras de los implantes (figura 23A) fueron digeridas con
colagenasa. Posteriormente, las células obtenidas fueron analizadas por citometria de
flujo (figura 26B) (ver materiales y métodos), detectandose marcaje de PKH green y
PKH red en las células provenientes del implante (figura 23C-D). La presencia de estas
celulas fue confirmada en fragmentos del implante mediante microscopia confocal (ver
materiales y métodos), se observaron células redondas tefiidas de rojo (CMH-PKHF) y

células alargadas verdes (CMH-PKHR) alrededor de las MC (figura 23E)
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Figura 23._Anélisis de CMH-PKH® y CEM-PKH® provenientes de implantes (CMH-PKHF/CEM-
PKH®/MC/PRP) de 7 dias, mediante microscopia confocal y citometria de flujo. (A) Muestra de implante (las
lineas rojas representan los cortes que se realizan al implante) empleada para ser visualizado un segmento por
microscopia confocal y otro digerido con la enzima colagenasa para analisis de citometria de flujo. (B) En el analisis
citométrico se muestra el grafico dot plot con poblaciones celulares distribuidas con base en tamafio (FSC) y
granularidad (SSC), en el mismo se establecié una region (R1) donde se esperan encontrar las CMH-PKH® y las
CEM-PKH®. (C-D) Se detectd fluorescencia de PKH en las células provenientes del implante, pero no es posible
distinguir ambas poblaciones por separado. (E) En la muestra visualizada en microscopia confocal, se pudo detallar
un cluster de células redondas tefiidas de rojo y células alargadas verdes rodeando a las MC.
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6.13) Evaluacién funcional y morfoldgica de células provenientes de implantes

(CMH-PKHY/CEM-PKH®/MC/PRP) de 7 dias

Con la finalidad de confirmar la presencia de CMH y observar las caracteristicas
morfolégicas de las células proveniente de los implantes de 7 dias (figura 24A), se
realiz6 cytospin (frotis en portaobjeto) y tincion May-griinwald/Giemsa de estas células
(ver materiales y métodos).Analisis microscopicos evidenciaron la presencia de células
de linaje mieloide (neutréfilos) y monocitos de ratén, tal como se muestra en las figuras
24B-C. La capacidad de formacion de colonias hematopoyéticas de las células
provenientes de los implantes de 7 dias, fue evaluada en un medio semisélido
(metilcelulosa) suplementado con citoquinas hematopoyéticas. A los 8 dias de cultivo,
no se observo formacién de colonias (figura 24D). Similares resultados se obtuvieron en

implantes 15 dias.

52



- ‘.
.' ".- 5 .
[ 4 F) - 2
P & 4 < Vot ‘
s -'). % v.‘.‘,gz. ‘ :-‘"
4 e
8 - 2
C. . -
Colagenasa A . i
Cytospin —
C.
- e o .A -
-, 3 . :
Colagenasa 9
] o >
- L4 0
. . k3
Metilcelulosa - SR
'S ® L
: L

R
Figura 24. Evaluacion funcional v _morfolégica de células provenientes de implantes (CMH-PKH /CEM-

PKHG/MC/PRP) de 7 dias. (A) Muestra de implante (las lineas rojas representan los cortes que se realizan al
implante) que fue digerida con la enzima colagenasa para los estudios funcionales y morfoldgicos en metilcelulosa y
cytospin (frotis en portaobjeto) con tincion May-grinwald/Giemsa respectivamente. (B) En la tincion May-
grunwald/Giemsa del cytospin de las células provenientes del implante, se observaron células de linaje mieloide, tal
como neutrofilos (imagen aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 40X), (C) monocitos de raton (imagen
aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 40X). (D) No se observé formacion de colonias en la metilcelulosa
transcurridos 8 dias de cultivo (aumento 10X).

53



6.14) Evaluacion de migracion vy proliferacion de las células provenientes de

implantes (CMH-PKHRY/CEM-PKHS/MC/PRP) de 15 dias

Para evaluar la funcionalidad de las células contenidas en los implantes de 15 dias, se
tomaron muestras que fueron colocadas y cultivadas como explantes en una placa de
cultivo. Observaciones microscopicas evidenciaron la presencia de células redondas a
partir de 3 dias de cultivo (figura 25A). Una mayor migracion y proliferacion de células
redondas y tipo fibroblastoide se observé a partir de los 6 dias de cultivo (figura 25B).
La proliferacion celular se mantuvo durante 10 dias después de retirar el explante

(figura 25C).
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Figura 25. Evaluacion de migracion y proliferacion de células provenientes de implantes (CMH-PKH /CEM-

PKHG/MC/PRP) de 15 dias . (A) Transcurrido 3 dias de cultivo, se observaron células redondas migrando (imagen
aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 10X) y (B) a los 6 dias de cultivo, se pudo apreciar una mayor
proliferacion y migracion de células redondas y morfologia fibroblastoide (imagen aumentada en el recuadro
amarillo) (aumento 10X). (C) Las células redondas y morfologia fibroblastoide mantuvieron su proliferacion en
cultivo, sin explante, durante 10 dias (imagen aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 10X).

55



6.15) Evaluacién de CMH-PKHR y CEM-PKH® provenientes de implantes (CMH-

PKHR/CEM-PKH®/MC/PRP) de 15 dias, mediante microscopia confocal y

citometria de flujo.

Para evaluar la presencia de las CMH-PKHR de ratén y las CEM-PKH® humanas en los
implantes de 15 dias, se tomaron muestras de los implantes y se visualizaron por
microscopia confocal (datos no mostrados). En las muestras analizadas no se lograron
detectar células tefiidas con PKH. Otro segmento del implante (figura 26A) fue digerido
con la enzima colagenasa, para ser analizado por citometria de flujo (figura 26B) En el
andlisis se detectd marcaje de PKH green y PKH red en las células provenientes del

implante (figura 26C-D).
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Figura 26 Andlisis de CMH-PKH' y CEM-PKH" de implantes (CMH-PKH /CEM-PKH /MC/PRP) de 15
dias, mediante citometria de flujo. (A) Muestra de implante (la linea roja representa el corte realizado al implante)
digerida con colagenasa para ser analizada por (B) citometria de flujo, cuyo grafico dot plot muestra a las poblaciones
celulares distribuidas con base en tamafio (FSC) y granularidad (SSC), en el mismo se establecié una region (R1)

R G
donde se esperan encontrar las CMH-PKH y las CEM-PKH . (C-D) Se detect6 fluorescencia de PKH en las células
provenientes del implante, pero no es posible distinguir ambas poblaciones por separado.
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6.16)_Evaluacién funcional y morfolégica de células provenientes de implantes

(CMH-PKHY/CEM-PKH® /MC/PRP) de 15 dias

Con la finalidad de confirmar la presencia de CMH y observar las caracteristicas
morfolégicas de las células provenientes del implante de 15 dias(figura 27A), se realiz
cytospin (frotis en portaobjeto) y tincion May-grinwald/Giemsa de estas células (ver
materiales y métodos).Anélisis microscdpicos evidenciaron la presencia de monocitos y
células de linaje mieloide (figura 27B).La capacidad de formacién de colonias
hematopoyéticas de las células provenientes de los implantes de 15 dias fue evaluada en
medio semisolido (metilcelulosa) suplementado con citoquinas hematopoyéticas. A los

6 dias de cultivo no se observé formacion de colonias (figura 27C).
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Colagenasa

Metilcelulosa

Figura 27. Evaluacién funcional y morfoldgica de células provenientes de implantes (CMH-PKHY/CEM-PKH®
IMC/PRP) de 15 dias. (A) Muestra de implante (las lineas rojas representan los cortes que se realizan al implante)
gue fue digerida con la enzima colagenasa para los estudios funcionales y morfoldgicos de metilcelulosa y cytospin
(frotis en portaobjetos) con tincion May-griinwald/Giemsa respectivamente. (B) En la tincion May-griinwald/Giemsa
del cytospin de las células provenientes del implante, se observaron células de linaje mieloide (imagen aumentada en
el recuadro amarillo superior) (aumento 40X), monocitos de raton (imagen aumentada en el recuadro amarillo
inferior) y un cluster de células (aumento 40X). (D) Se pudo detallar células alargadas presentes en la metilcelulosa
transcurridos 6 dias de cultivo (aumento 10X).

6.17) Evaluacion de migracién vy proliferacion _de las células provenientes de

implantes (CMH-PKHY/CEM-PKH® /MC/PRP) de 30 dias

Para evaluar la funcionalidad de las células contenidas en los implantes de 30 dias, se
tomaron muestras que fueron colocadas y cultivadas como explantes en una placa de
cultivo. Observaciones microscépicas evidenciaron la presencia de células redondas a
partir de 3 dias de cultivo, tal como se muestra en la figura 28A. Una mayor migracion
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y proliferacion de células redondas y tipo fibroblastoide se observé a partir de los 9 dias

de cultivo (figura 28B). La proliferacion celular se mantuvo durante 18 dias después de

retirar el explante (figura 28C).

Fpfihy 4 A N

Figura 28. Evaluacion de migraciéon vy proliferacién de las células provenientes de implantes (CMH-

PKHR/CEM-PKHG /MC/PRP) de 30 dias. (A) Transcurridos 3 dias de cultivo, se observan células redondas
migrando (aumento 10X) y (B) a los 9 dias de cultivo, se aprecia una mayor proliferacion y migracion de celulas
redondas y tipo fibroblastoide (imagen aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 10X). (C) Las células redondas
y tipo fibroblastoide mantienen su proliferacion en cultivo, sin explante, durante 18 dias (imagen aumentada en el

recuadro amarillo) (aumento 10X).
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6.18)_Evaluacién de CMH-PKHR vy CEM-PKH® provenientes de los_implantes

(CMH-PKHY/CEM-PKH®/MC/PRP) de 30 dias, mediante microscopia confocal y

citometria de flujo.

Para evaluar la presencia de las CMH-PKH" de raton y las CEM-PKH® humanas en los
implantes de 30 dias, se tomaron muestras de los implantes de 30 dias (figura 29A) y se
digirieron con la enzima colagenasa, para ser analizado mediante citometria de flujo
(figura 29B) (ver materiales y métodos). En el analisis citdbmetrico se detecto
fluorescencia de PKH red y PKH green, en las células provenientes de los implantes
(figura 29C-D). Otro segmento del implanto se visualizd por microscopia confocal (ver
materiales y métodos).Se pudo observar células redondas y células tipo fibroblastoide

sin tefir (figura 29E).
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Figura 29. Andlisis_de CMH-PKH® y CEM-PKH® provenientes de implantes (CMH-PKH"/CEM-
PKHC®/MC/PRP) de 30 dias, mediante microscopia confocal y citometria de flujo. (A) Muestra de implante (las

lineas rojas representan los cortes realizados al implante) empleada para ser visualizado un segmento por microscopia
confocal y otro digerido con colagenasa para analisis de citometria de flujo. (B) En el analisis citométrico se muestra
el gréafico dot plot con poblaciones celulares distribuidas con base en tamafio (FSC) y granularidad (SSC), en el
mismo se establecié una region (R1) donde se esperan encontrar las CMH-PKH® y las CEM-PKH®. (C-D) Se detectd
fluorescencia de PKH en las células provenientes del implante, pero no es posible distinguir ambas poblaciones por
separado. (E) En la muestra visualizada por microscopia confocal se pudo detallar células redondas (flecha roja) y
células tipo fibroblastoide sin tefiir rodeando a las MC (flechas amarillas).
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6.19) Evaluacién funcional y morfoldgica de células provenientes del implante

(CMH-PKHY/CEM-PKH® /MC/PRP) de 30 dias

Con la finalidad de confirmar la presencia de CMH y observar las caracteristicas
morfolégicas de las células provenientes del implante (figura 30A), se realiz6 cytospin
(frotis en portaobjeto) y tincion May-griinwald/Giemsa de estas células (ver materiales
y métodos).Analisis microscdpicos evidenciaron células con caracteristicas de linaje
mielopoyético (neutréfilos) y monocitos de ratén, tal como se muestra en la figuras
30B, 30C y 30D. La capacidad de formacion de colonias hematopoyéticas de las células
provenientes de los implantes fue evaluada en un medio semisélido (metilcelulosa)
suplementado con citoquinas hematopoyéticas. A los 8 dias de cultivo se observé
formacion de colonias de aspecto megacariocitico, como se muestra en la figura 30E. La
morfologia de las células provenientes de las colonias fue evaluada mediante tincion

May-Grinwald/Giemsa, se observaron células de aspecto hematopoyético (figura 30F).
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Figura 30. Evaluacién funcional y morfoldgica de células provenientes de implantes (CMH-PKHY/CEM-PKH®
IMC/PRP) de 30 dias . (A) Muestra de implante (las lineas rojas representan los cortes que se realizan al implante)
gue fue digerida con la enzima colagenasa para los estudios funcionales y morfoldgicos de metilcelulosa y cytospin
(frotis en portaobjetos) con tincién May-griinwald/Giemsa respectivamente. (B) En la tincion May-griinwald/Giemsa
del cytospin de las células provenientes del implante, se observan neutrofilos (imagen aumentada en el recuadro
amarillo) (aumento 40X), (C) monocitos de raton (imagen aumentada en el recuadro amarillo) (aumento 40X) y (D)
células de nlcleo arrifionado (imagenes aumentadas en los recuadros amarillos) (aumento 40 X). (E) Se pudo apreciar
la formacion de una colonia de aspecto megacariocitico en la meticelulosa transcurridos 8 dias de cultivo (aumento
10X). (F) En la tincion May-grinwald/Giemsa del cytospin de las células provenientes de las colonias de aspecto
megacariocitico, se pudo detallar células de aspecto hematopoyético (imagen aumentada en el recuadro amarillo)
(aumento 20X).
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7) Discusion de resultados

Es bien conocido que en la MO las CMH se encuentran en un microambiente
hematopoyético constituido por diversos componentes (citoquinas, proteinas de matriz
extracelular, osteoblastos, células endoteliales, CEM, etc.) que regulan su proliferacion,
diferenciacion y autorenovacion. En el presente trabajo de investigacion, desarrollamos
un modelo 3D, constituido por coagulos de PRP en el cual estaban incluidas CMH

aisladas de ratén, CEM humanas y MC.

Nuestros resultados muestran que en este sistema 3D, las CMH se adhieren a las CEM
unidas a las MC. Esta distribucion de células y proteina de matriz asemeja al nicho
hematopoyético in vivo, donde las CMH estdn en contacto intimo con las CEM, y
ambos tipos celulares en relacion estrecha con el coladgeno (Leisten y col, 2012).
Recientemente se ha reportado que el coladgeno es un excelente soporte para las CEM, lo
cual permite que estas células mantengan sus propiedades funcionales. (Wittig y col.,

2016).

Los resultados in vitro e in vivo, obtenidos de nuestro modelo muestra que las MC
tienen la capacidad de ser un excelente soporte para la adhesion de las CEM. En
contraste, otros modelos 3D de MO requirieron tratar al andamiaje previamente para
favorecer la adhesion celular (Nichols y col, 2009). Adicionalmente, en nuestro modelo,
las CMH/CEM/MC fueron incluidos en un coagulo de PRP, el cual le confiere al

microambiente una estructura tridimensional similar a las condiciones in vivo. Para
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nuestro conocimiento, es la primera vez que se demuestra el empleo de PRP, junto a

CEM, CMH y MC, para la generacion de un microambiente tridimensional de MO.

Con respecto a estudios anteriores de modelos 3D de MO, se han empleado distintos
tipos de andamiajes (hidroxiapatita, colageno, cristales de coloides, entre otros) y
células (células endoteliales, CEM, células de tejido adiposo), con la finalidad de
proveerle soporte un biolégico las CMH y a su vez mantener su capacidad de
diferenciacion y autorenovacion. Los modelos de MO constituidos por andamiajes de
hidroxiapatita, CEM y CMH han tenido éxito en mantener algunas poblaciones
celulares indiferenciadas, capaces de proliferar, migrar y de diferenciarse en varios tipos

celulares (Fujita y col., 2010; Di Maggio y col., 2011).

Un modelo que presentd una gran similitud con el nuestro fue el desarrollado por
Leisten y colaboradores (Leisten y col., 2012). En este trabajo utilizaron CEM, CMH y
colageno tipo | para la generacion de una MO, con el cual lograron obtener la
proliferacion, migracion, alta viabilidad de las CMH y el mantenimiento de una
poblacién indiferenciada. Sin embargo, en este reporte no se realizaron ensayos de
funcionalidad de las células de su capacidad de formacién de colonias. En nuestro
trabajo mostramos que las CMH implantadas en ratones como parte del complejo CEM-

MC-PRP mantienen su capacidad de formar colonias hematopoyéticas.

En nuestro trabajo mostramos que los implantes de CMH/CEM/MC/PRP no fueron

rechazados, a pesar de que estaban presentes CEM humanas, apoyando estos resultados
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datos previos sobre la seguridad de emplear CEM en trasplantes alogénicos (Ryan y
col., 2005). De manera importante podemos resaltar la formacion de angiogénesis
alrededor de los implantes colocados en ratones. Resultados similares han sido
reportados usando modelos de MO con CEM y andamiajes de hidroxiapatita. (Fujita y
col., 2010; Ueda y col, 2014). La angiogénesis en los implantes de
CMH/CEM/MC/PRP puede explicarse por factores angiogénicos secretados por las
CEM, tal como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF por sus siglas en
inglés) (Wu y col., 2007). Estos vasos pueden contribuir a la invasion de células del
receptor al implante o a la salida de células desde el implante hacia el receptor. Esto

ultimo podria tener un beneficio en casos de reconstitucion de MO.

Las células obtenidas de los implantes digeridos con colagenasa mostraron ser capaces
de proliferar y migrar de los explantes a diferentes tiempos de cultivo. En estudios
anteriores de generacion de modelos MO, también se ha evidenciado la proliferacion
celular, pero con la diferencia con nuestro trabajo que fueron por periodos de tiempo
menores a los evaluados en este trabajo (Leisten y col., 2012). Con estos resultados se
muestra que nuestro sistema es capaz de soportar células, tanto hematopoyéticas como
estromales, por largos periodos de tiempo, lo cual es de gran interés para su aplicacion a

futuro en regeneracion de MO.

En el proceso de hematopoyesis, como se menciond anteriormente, a partir de una CMH
se generan todos los linajes celulares (diferenciacion celular) y copias de la CMH
(autorenovacion) (Di Maggio y col., 2011). Dicho proceso es evidenciado en nuestro

modelo 3D de MO, mediante la observacion morfoldgica de las células provenientes de
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los implantes, en los que se aprecio la diferenciacion de las células a linajes mieloides y
linfoides. Estudios de microscopia evidenciaron la presencia de células de tipo
sanguineo en provenientes de los implantes, lo cual fue confirmado por analisis
citométricos, que evidenciaron la presencia de CMH, entre las células provenientes del
implante, y por su capacidad de formacion de colonias en metilcelulosa. Nuestros
resultados muestran que nuestro modelo 3D (CMH/CEM/MC/PRP) cumple con las
funciones basicas de una MO de mantener la autorenovacion, diferenciacion y sobrevida

de las CMH en el microambiente.

En resumen, nuestro trabajo muestra el desarrollo de un modelo 3D de MO constituido
por CMH/CEM/MC/PRP que mantiene y soporta la funcionalidad de las CMH. Este el
primer modelo 3D de MO reportado con estas caracteristicas. Estudios posteriores
permitiran avanzar en las posibles aplicaciones de este modelo 3D de hematopoyesis en
condiciones experimentales en las cuales esta alterada la produccion de células

sanguineas
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8) Conclusiones

- Las CMH de ratén incluidas en un sistema 3D de coagulo de PRP, junto con CEM
humanas y MC, mantienen su funcionalidad y capacidad de proliferar, diferenciarse y

formar colonias hematopoyéticas, tanto in vitro como in vivo

- CEM humanas incluidas en un sistema 3D de codgulo de PRP, junto con CMH de

raton y MC, son detectadas a los 3 meses, tanto in vitro como en implantes de ratones

- El sistema constituido por CMH de raton, CEM humanas, MC, incluidas en un
coagulo de PRP, constituye un potencial modelo de hematopoyesis in vitro.
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