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RESUMEN

El trasplante de células troncales y progenitoras hematopoyéticas (HSC/HPC) es
el método para reconstituir la médula 6sea (MO) normal en pacientes que
recibieron un régimen de quimioterapia o radioterapia para el tratamiento contra
varios tipos de cancer, enfermedades hematoldgicas, metabdlicas y autoinmunes.
En principio la fuente de HSC para trasplante fue la MO, sin embargo debido a
diversos inconvenientes, surgié la necesidad de buscar otras fuentes de células
para reconstitucion hematopoyética, entre ellas la sangre periférica (SP), pero bajo
condiciones normales encontramos un bajo nimero de HSC/HPC insuficientes
para realizar un trasplante, gracias a la ayuda de diversos movilizadores podemos
aumentar este numero de HSC/HPC en SP, aunque por diversos motivos estos
movilizadores tienden a fallar y por lo cual se requiere la investigacion de nuevos
agentes capaces de movilizar el nimero de HSC/HPC necesario para el
trasplante. Se ha demostrado que el caseinato de sodio (CasNa) es capaz de
regular la hematopoyesis medular, aumentar los niveles del factor de estimulante
de colonias de granulocitos y granulocitos-macrofagos y recientemente demostré
su capacidad de aumentar el nimero de células mononucleadas en SP las cuales
presentaban el inmunofenotipo de HSC/HPC (c-kit*, Ska-1", Lin’), en este trabajo
mediante unidades formadoras de colonias mostramos que CasNa presenta una
capacidad similar de movilizacién a un movilizador comercial altamente usado en
la clinica, el AMD3100, aunado a esto demostramos que estas células movilizadas
desarrollaban la prueba contundente de su funcionalidad como HSC/HPC al
rescatar y prolongar en mayor porcentaje la supervivencia de ratones letalmente
irradiados en comparacioén al trasplante de células movilizadas con AMD3100 y un
trasplante convencional de MO. Estos resultados sugieren que CasNa podria ser
utilizado como una nueva y potencial alternativa terapéutica para la movilizacién y
el trasplante de HSC/HPC.
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ABSTRACT

The transplantation of stem and progenitor hematopoietic (HSC/HPC) cells is the
method to reconstitute normal bone marrow (BM) in patients receiving
chemotherapy or radiotherapy regimen for the treatment of various cancers, and
hematologic, metabolic and autoimmune diseases. Source of hematopoietic stem
cells for transplantation was BM, however due to various drawbacks, it became
necessary to seek other sources of cells for hematopoietic reconstitution, including
peripheral blood (PB). Under normal conditions HSC was found a low number on
PB, insufficient for a transplant, but with the help of various mobilizing can be
increase the number of HSC/HPC in PB. For various reasons these movers tend to
fail and which requires investigating new agents capable of mobilizing the number
of HSC/HPC needed for transplantation. It has been shown that sodium caseinate
(CasNa) is capable of regulating marrow hemopoiesis, increasing levels of
granulocyte colony-stimulating factor and granulocyte-macrophage and recently
demonstrated the ability to increase the number of mononuclear cells in PB which
had the immunophenotype of HSC/HPC (Ska-1*, c-kit*, Lin"), in this study using
colony forming units show that CasNa had a similar ability to mobilize a
commercial mobilizing highly used in the clinic, the AMD3100, coupled with this we
show that these mobilized cells showed the strongest evidence of its functionality
as HSC/HPC to rescue and prolong survival in a higher percentage of lethally
irradiated mice compared to cell transplantation mobilized with AMD3100 or
transplantation of progenitor conventional BM. These results suggest that CasNa
could be used as a new potential therapeutic alternative for the mobilization and
transplantation of HSC/HPC.
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1. INTRODUCCION

1.1 Hematopoyesis

1.1.1 Células troncales

La sangre contiene diferentes tipos de células y cada una tiene una funcion
biolégica especifica; Los eritrocitos transportan el oxigeno; los granulocitos y
monocitos juegan un papel clave en la inflamacion y la fagocitosis, las plaguetas
intervienen en la hemostasia; los linfocitos median la inmunidad especifica contra
microorganismos y otras fuentes de macromoléculas extrafias al organismo. A
pesar de las diferencias estructurales y funcionales de las células de la sangre,
existe una fuerte evidencia de que todas las células de la sangre son la progenie
de un Unico tipo de células, las células troncales hematopoyéticas (HSC).

Los procesos implicados en la produccion de todas las diversas células de la
sangre a partir de las HSC son llamados colectivamente hematopoyesis (Mayani
et al., 2007; Wintrobe, 2009).

La hematopoyesis puede ser esquematizada de manera que podemos observar 4
compartimentos principales, el primer compartimiento pertenece al de las HSC, las
cuales se definen como células inmaduras, no diferenciadas, que contienen la
potencialidad de auto-renovacion, gran potencial de proliferacion, la capacidad de
diferenciacion en células sanguineas especializadas y tienen la capacidad de
reconstituir el sistema hematopoyético de un individuo mielosuprimido (Mayani,
2003, 2007; Orkin & Zon, 2008; Wintrobe, 2009; Chotinantakul & Leeanansaksiri,
2012) y corresponde a menos del 0.01% del total de las células nucleadas de la
médula 6sea (MO) (Pelayo y Vadillo, 2011).

Debido a su potencial de reconstitucién se clasifican 2 tipos de HSC, las HSC de
largo plazo (HSC-LT) y las HSC de corto plazo (HSC-ST), ambas tienen la
capacidad de dar lugar a cualquier linaje sanguineo, sin embargo las primeras son
capaces de sostener la hematopoyesis de un individuo toda su vida, en cuanto a

las segundas solo pueden mantenerla entre 8 a 16 semanas, (Weisman, 2000;
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Orkin & Zon, 2008; Benveniste et al., 2010; Challen et al., 2010; de Kruijf et al.,
2010; Mayle et al., 2012; Schuettpelz & Link, 2012; Montrone et al., 2013). A la vez
las HSC son dirigidas por citocinas con las cuales determinan si se mantendran en
estado quiescente o0 comenzaran su diferenciacion hacia algun linaje
hematopoyético dando lugar al siguiente compartimento el cual corresponde al

progenitor (Sarrazin & Sieweke, 2011).

1.1.2 Células progenitoras

En 1994 se demostr6 que existen tres tipos de poblaciones multipotentes; las
HSC-LT, HSC-ST y su progenie directa las células progenitoras multipotentes
(MPP), las cuales han perdido su capacidad de auto-renovacién y por lo tanto su
capacidad de reconstituir el sistema hematopoyético a largo plazo pero conservan
su potencial proliferativo, constituyen mas del 0.5% del total de células de la MO;
comparten ciertas caracteristicas inmunofenotipicas con las HSC, tienen la
capacidad de diferenciarse a todos los linajes sanguineos, mientras sus
descendientes restringen sus potenciales de diferenciacion y experimentan
paralelamente cambios en los inmunofenotipos que los distinguen de las células
primitivas, mas abajo en la cascada hematopoyética encontramos los progenitores
oligopotenciales, que son los progenitores linfoides comunes (CLP) y los
progenitores mieloides comunes (CMP), este es el tercer compartimiento y a este
pertenecen mas del 90% de las células residentes en la MO, a su vez, de los CMP
se originan los progenitores de eritrocitos y megacariocitos (MEP) y los
progenitores de granulocitos-macrofagos (GMP). Los CLP daran origen a los
progenitores de linfocitos B (Pro-B), progenitores de linfocitos T (Pro-T) y los
progenitores de ceélulas asesinas naturales (Pro-NK). Ambos, CMP y CLP pueden
dar origen a los progenitores de células dendriticas (Pro-CD), una vez que estos
maduren completamente daran lugar al cuarto compartimento que son las
plaquetas, eritrocitos, granulocitos, macrofagos, células dendriticas, linfocitos B y
T y las células asesinas naturales (Figura 1), (Mayani et al., 2007; Challen et al.,
2009; Seita & Weissman, 2010; Pelayo y Vadillo, 2011).
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Las HSC vy las células progenitoras hematopoyéticas (HPC) pueden ser
identificadas usando marcadores especificos, una caracteristica que define a los
progenitores inmaduros es que no expresan ninguno de los marcadores
especificos de los distintos linajes maduros, por lo cual se consideran Lin’, los
marcadores c-Kit" y Sca-1" suponen un paso mas alla en la purificacion de las
HSC de raton, con mucho la especie en que los distintos progenitores
hematopoyéticos estdn mejor caracterizados. Las células c-kit" Sca-1* Lin- (0
simplemente KSL) indican una mayor troncalidad en las células de raton. Aun asi,
s6lo una de cada 10 células KSL es una HSC (Barquinero, 2009). Mas abajo en la
cascada hematopoyética se expresan marcadores de linaje que caracterizan a
cada uno de los diferentes tipos celulares. Finalmente la regulacién de las HSC y
el control de su quiescencia, proliferacion, auto-renovacion, diferenciacion, muerte
celular y migracion dependen del microambiente especifico en el que residen.
(Forgacova & Necas, 2012; Ugarte & Forsberg, 2013).
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Figura 1. Jerarquia de la hematopoyesis. HSC-LT: células troncal hematopoyética a
largo plazo; HSC-ST: células troncal hematopoyética a corto plazo; PPM: progenitor
multipotente; CMP: progenitor mieloide comun; CFU-GEMM; unidad formadora de
colonias de granulocitos-eritrocitos-monocitos-macréfagos; BFU-E: unidad formadora de
brotes de eritrocitos; BFU-Mk: unidad formadora de brotes de megacariocitos; CFU-GM:
unidad formadora de colonias granulocito-macréfago; CFU-Eos: unidad formadora de
colonias de eosinéfilos; CFU-Bas: unidad formadora de colonias de basdfilos; CFU-
mastocitos: unidad formadora de colonias de mastocitos; CFU-G: unidad formadora de
colonias de granulocitos; CFU-MDC: unidad formadora de colonias de células
dendriticas-macréfagos; CFU-E: unidad formadora de colonias eritroides; CFU-Meg:
unidad formadora de colonias de megacariocitos; E. mielocito: eosinéfilo mielocito; B.
mielocito: Basofilo mielocito; N.M: neutréfilo mielocito; E.M: eosindfilo metamielocito; B.M:
Basofilo metamielocito; N. Banda: neutréfilo banda; Eos banda: eosinéfilo banda; Bas
banda: basofilo banda; CLP: progenitor linfoide comudn; Pro-B: progenitor de células B;
Pro-T: progenitor de células T; Pro-DC: progenitor de células dendriticas; Pro-NK:
progenitor de células asesinas naturales. Tomado y modificado de Genzyme
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1.2 Microambiente hematopoyético

Las HSC residen en la MO en un ambiente tridimensional altamente organizado
compuesto de una poblacion diversa de células del estroma y una matriz
extracelular (MEC) rica en fibronectina, colagenos, y diversos proteoglicanos
(Kondo et al., 2003; Nervi et al., 2006; Pusic & Dispersio, 2008). No obstante
ademas de sus dimensiones microanatdmicas y funcionales del nicho, las
funciones fisiologicas de las HSC son controladas por unas combinaciones de
mecanismos de regulacién tanto intrinsecas como extrinsecas, mediante
moléculas que les permiten su completa y constante regulacion, la combinacion de
todos estos factores le dan al nicho hematopoyético su caracteristica principal la
cual es mantener un compartimento de HSC en su estado indiferenciado (Can,
2008).

1.2.1 Citocinas

Las decisiones hematopoyéticas y el destino de las HSC estan reguladas por
sefales extrinsecas e intrinsecas, los factores de transcripcion que regulan la
expresion de genes, junto con sefiales externas provenientes del microambiente
de la MO pueden ser mediadas, ya sea por la interaccién célula-célula, matriz
extracelular-célula o por factores solubles llamados citocinas (Arai et al., 2009).
Muchas evidencias sugieren que los factores intrinsecos, en ultima instancia
deciden el destino de las HSC, sin embargo, existen otras evidencias que indican
el papel de las sefiales extracelulares de las citocinas y sus receptores. Aunque el
papel de las citocinas en la determinacion del destino de HSC queda disputado, su
importancia en la regulacién de la maduracién de los progenitores hacia un linaje
restringido se establece de manera inequivoca (Buza, 2007).

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular secretadas por diferentes tipos
celulares, principalmente macrofagos y células T colaboradoras, se agrupan en
factores de crecimiento, factores estimuladores de colonias (CSF), interferones,

interleucinas (IL) y quimiocinas, existen en formas solubles o presentes en la
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membrana, actian de manera autécrina, paracrina o enddcrina regulando muchos
aspectos de la hematopoyesis tales como las respuestas inmunes, respuestas
inflamatorias, la quiescencia, auto-renovacion, diferenciacion, muerte celular y
movilizacion (Avalos et al., 2002; Zhang & Lodish, 2008; Sarrazin & Sieweke,
2011). De igual manera no solo existen citocinas que regulan la hematopoyesis de
manera positiva, también existen otras con capacidad de inhibirla tales como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) entre otros (Hamblin, 1993; Jacobsen et al., 1994), pero en
condiciones normales existe un balance entre las citocinas reguladoras e
inhibidoras lo que da como resultado la produccion controlada de células
sanguineas (Avalos et al., 2002).

Para que las citocinas puedan ejercer sus efectos deben unirse a receptores
especificos sobre células blanco, la formacién del complejo receptor-ligando trae
como consecuencia el desencadenamiento de sefales intracelulares a traves de la
activacion de tirosinas cinasas, dando como resultado final la activacion celular y
una determinada respuesta biolégica (Ihle & Kerr, 1995).

Para la mayoria de los linajes hematopoyéticos, se han identificado una gran
cantidad de citocinas que ayudan en su regulacion, tal es el caso de la
trombopoyetina (Tpo) para las plaquetas, eritropoyetina (Epo) para las células
eritroides, IL-15 para células asesinas naturales (NK), IL-7 para células By T, y el
CSF de granulocitos (G-CSF) para los granulocitos, estas citocinas juegan un
papel importante en las células progenitoras de linaje comprometido, mientras que
para las HSC las citocinas relacionadas incluyen ala IL-6 , 3,y 11, el ligando de
la tirosina quinasa 3 (FLT3), el factor de células troncales (SCF) y la Tpo las
cuales promueven la proliferacién y la auto-renovacion (Buza, 2007; Zhang &
Lodish, 2008).

1.2.3 Nicho hematopoyético

El concepto de nicho hematopoyético como el ambiente especializado para el

mantenimiento de las HSC fue propuesto en 1978 por Schofield (Scadden, 2006),
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estd compuesto por una poblacion especializada de células que juega un papel
esencial en la regulacién de la auto-renovacion, diferenciacion, proliferacion,
migracion y muerte por apoptosis de las HSC (Yin & Li, 2006; Forgacova &
Necas, 2012; Ugarte & Forsberg, 2013). Asi mismo, un namero de moléculas de
adhesion se encuentran relacionadas con mantener ancladas a las HSC a este
microambiente tales como el antigeno muy tardio-4 (VLA4) expresado en la
mayoria de las HPC; CD44, un glicosaminoglicano hialuronano que participa en la
adhesion de las HSC en la MEC y las células del estroma; selectinas P- E-y L-; la
molécula de adhesién uPAR (Nervi et al., 2006) asi como al receptor CXC-4
(CXCRA4), c-kit, Mac-1 (Pusic y Dispersio, 2008), la interaccion entre las HSC y su
nicho crea el sistema dinAmico necesario para su mantenimiento (Scadden, 2006).
Estructuralmente este ambiente tridimensional se pueden dividir en 2
componentes, el componente de las células hematopoyéticas y el componente
mesenquimal también denominado nicho osteoblastico (Mayani et al., 2007;

Forgacova & Necas, 2012).

1) Componente hematopoyético; compuesto por HSC, HPC de linaje linfoide,
mieloide y sus derivados (Can, 2008), a la vez se compone por macrofagos
estromales (los segundos componentes del estroma mas abundante en la MO).
Estas células llevan a cabo diferentes y muy importantes funciones, regulando
la hematopoyesis mediante interacciones célula—célula, y por medio de la
secrecion de citocinas estimuladoras e inhibidoras de la hematopoyesis tal
como el CSF de macréfagos (M-CSF), de granulocitos-macréfagos (GM-CSF)
y diversas IL, regulan las funciones de los osteoblastos y las células troncales

mesenquimales (Mayani et al., 2007; Ugarte & Foserberg, 2013).

2) Componente mesenquimal; compuesto de tres diversos tipos de células los

cuales van a tener un papel fundamental en la regulacion de la hematopoyesis:

a) Fibroblastos estromales: son células que expresan una variedad de
moléculas de la MEC como vimentina, fibronectina, colageno tipo I, lll y IV,
a la vez secretan citocinas como la IL-1, 6, 7, 8, 11, M-CSF, G-CSF, el SCF
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y el interferon-beta (IFN-B). Estas moléculas actuan sobre receptores
especificos en las células hematopoyéticas, desencadenando cascadas de
sefalizacion que modulan la expresion de genes reguladores de
proliferacion, sobrevida, diferenciacion, adhesion y secrecion de citocinas
(Mayani et al., 2007).

b) Osteoblastos: son células capaces de regular la hematopoyesis de manera
positiva 0 negativa, asi como la produccion de citocinas que permiten hacer
homing a las células hematopoyéticas como la angiopoyetina 1 (Ang-1), la
Tpo vy el factor derivado del estroma (SDF-1). Estudios funcionales indican
que la Ang-1y la Tpo promueven la quiescencia de las HSC, mientras que
el SDF-1 regula la migracion y localizacién de las HSC en la MO (Mayani et
al., 2007; Kiel & Morrison, 2008; Isawaki & Suda, 2010; Matsumo et al.,
2011).

c) Adipocitos: son una poblacion celular enriguecida en la MO, aun no se
entiende cudal es el papel fundamental en la hematopoyesis pero se piensa
que pueden desempefar un papel inhibitorio de esta, sin embargo la
secrecion de adiponectina funciona como un regulador positivo de las HSC
(Mayani et al., 2007; Naveiras et al., 2009; Matsumo et al., 2011; Ugarte &
Forsberg, 2013).

Por otro lado se considera la existencia de otro nicho conocido como el nicho
vascular conformado por células endoteliales e identificado en 2002 y por lo cual
las moléculas que se encuentran interactuando con las HSC aun no se han
comprendido totalmente, sin embargo los primeros estudios revelan que la
migracion de las HSC dependen en gran parte a una gran cantidad de moléculas
de adhesion que se encuentran en este nicho tales como: el SDF-1 y la molécula
FGF-4 una molécula que esta relacionada con la proliferacion y la quiescencia de
las HSC (Yin & Li, 2006), el nicho vascular muestra grandes diferencias del
osteoblastico, una de las principales diferencias es la cantidad de oxigeno, el
nicho vascular es muy rico en oxigeno, bajo este concepto surge la hipétesis de

gue en un nicho hipéxico tal como el nicho ostoblastico las HSC se mantienen en
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Go sin embargo cuando necesitan reanudar su ciclo celular se movilizan al nicho
vascular para poder proliferar, diferenciarse y recuperar las células
hematopoyéticas de los organismos, una vez completada esta mision regresan
nuevamente al nicho osteoblastico, de manera que esto es la clave de la
regulacion de la hematopoyesis bien balanceada (Kopp et al., 2005; Isawaki &
Suda, 2010; Johns & Christopher, 2012).

Por otro lado es bien sabido que la compresion de los diferentes nichos ayudan a
la compresion de un evento muy particular de las HSC conocido como la
movilizacion, evento que ocurre de manera regular cuando a partir de diferentes
circunstancias tales como la necesidad de regenerar el nimero de células
sanguineas de un organismo, la reduccion de la expresion de algunas moléculas
de adhesion o inclusive algunas células como los osteoblastos permiten que las
HSC que residen en la MO salgan al torrente sanguineo (Levesque et al., 2010;
Mohty & Ho 2011).

1.3 Movilizacion de células troncales y progenitoras hematopoyéticas

1.3.1 Movilizacion Fisiolégicay Homing

Bajo condiciones normales, las células HSC y las HPC se encuentran en la MO,
aunque la liberacion de estas células en la circulacion, y su migracion,
supervivencia y re-injerto en la MO son procesos fisiolégicos que son parte de su
desarrollo. Durante la embriogénesis, las células troncales que forman la sangre
migran desde el higado del feto a través de la circulacion, hacia la MO, donde la
llenan con un alto nimero de células sanguineas inmaduras y a la vez con células
comprometidas de todos los linajes. Estas células, a su vez, se liberan en la
circulacion y llegan a otros sitios del cuerpo (como el bazo y el higado) mientras se
mantiene una pequefia reserva de HSC dentro de la MO, lo que sugiere que hay
un movimiento dinAmico de las HSC y de la MO a otros sitios del cuerpo. La
movilizacion de las HSC desde la MO esta estrechamente regulada por sefales

especializadas, en las cuales participan citocinas, quimiocinas, factores de
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crecimiento y hormonas. Se piensa que el flujo constante de las HSC en adultos
puede proporcionar una fuente inmediata de las HPC rapidamente para iniciar la
hematopoyesis extramedular en el caso de la pérdida catastrofica de sangre. La
migracion también puede ser un paso fundamental en el desarrollo de las HSC
gue se requiere para determinar las decisiones de destino celular (es decir, la
diferenciacion), debido a esta movilidad se pueden encontrar, en condiciones
normales, un bajo numero de HSC en circulacion (0,01-0,05% de las células en
sangre periférica), (Pusic & Dispersio, 2008; Lemoli & D’ Addio, 2008; Greenbaum
& Link, 2010; Suarez et al., 2012). Por ultimo se sugiere que las HSC contribuyen
a la regeneracion de los tejidos no hematopoyéticos crénicamente lesionados,
bajo condiciones homeostaticas las HSC se mantienen ancladas a la MO por la
alta expresion del SDF-1 lo cual las mantienen en un ambiente hipoxico regulando
su auto-renovacion, proliferacion y diferenciacion pero al recibir un estimulo
enviado por algun tejido dafiado migran, pues representar una fuente de células
pluripotentes, por lo cual se piensa que podrian ser usadas para la reparacion de
tejido dafiado en circunstancias apropiadas (Kondo et al., 2003; Lemoli & D’ Addio,
2008; Suarez et al., 2012).

Por otro lado un requisito previo para la funcion adecuada de las HSC es la
capacidad de viajar a través del torrente sanguineo y encontrar los nichos
especializados en la MO u otros 6rganos hematopoyéticos como el bazo, en un

proceso denominado homing.

El homing constituye una serie de etapas mdltiples que comprenden: El
reconocimiento y la interaccidén con el endotelio microvascular, la transmigracion a
través del endotelio vascular, y finalmente, la migracion y la invasion del tejido
blanco, este proceso, similar a la movilizacion, se basa en una interaccion
compleja entre las citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion, y proteasas que
degradan la matriz extracelular (Shirvaikar et al., 2012; Suéarez et al., 2012). De
cierta manera es un proceso muy rapido, tarda de 1-2 horas o no mas de dos dias,
en algunas cuestiones clinicas es importante, tal es el caso del trasplante de HSC,

pues es necesario para que el injerto pueda repoblar la MO, sin embargo se puede
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recurrir a la retencidn transitoria en algunos érganos hematopoyéticos como el
bazo y el higado o inclusive en algunos nichos de la MO pero no necesariamente
requiere de la division celular, a la vez el homing de manera fisiolégica ocurre para
poder llegar a 6rganos dafados y ayudar en su reparacion (Kondo et al., 2003;
Lapidot et al., 2005). Anteriormente se creia que la movilizacion y el homing eran
imagenes especulares uno del otro, sin embargo, la evidencia emergente sugiere
que no es el caso, aunque ambos procesos implican muchos de los mismos
mecanismos y de las interacciones quimiotcticas (Levesque et al., 2010;
Shirvaikar et al., 2012).

La extravasacion de las HSC/HPC requiere de un conjunto de interacciones
moleculares que median el reconocimiento de estas células por el endotelio de la
MO, son similares a los que se presentan en los leucocitos cuando viajan a sitios
inflamados que estdn mediados por moléculas de adhesion, para que este
proceso pueda darse son necesarias moléculas de adhesion tales como las
selectinas E 'y P y la VCAM-1, sin embargo la sefializacion de SDF-1/CXCR4 es
fundamental en este evento, en algunos trabajos se ha demostrado que la
interrupcion de esta interaccion, conlleva a un homing empobrecido o totalmente
inhibido (Chotinantakul & Leeanansaksiri, 2012; Sahin & Buitenhuis, 2012;
Shirvaikar et al., 2012; Suérez et al., 2012).

De manera fisiolégica es importante conocer la interaccion de las HSC con su
microambiente, su regulacion y los eventos que necesitan desarrollar para su
correcto funcionamiento, sin embargo visto desde puntos de vista para el beneficio
humano el conocimiento de este campo ha permitido el desarrollo de estrategias
terapéuticas contra gran diversidad de enfermedades, tal es el caso del trasplante
de HSC, el amplio conocimiento que se tiene hoy en dia en la biologia de las HSC,
ha permitido el desarrollo de nuevos métodos que a su vez a permitido el
mejoramiento del trasplante, por lo cual hoy en dia ya no solo es posible la
obtencion de HSC de MO si no también se pueden obtener de SP a través de la
movilizacion artificial, retroactivamente este proceso igual nos ayuda a

comprender mas sobre las HSC y su entorno (Bonig & Papayannopoulou, 2012).
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1.3.2 Movilizacion inducida.

A pesar de su relevancia clinica especifica, el campo de la movilizacion de las
HSC ha recibido una amplia atencion, principalmente ante la creencia de que la
movilizacion podria proporcionar pistas sobre cémo las HSC se conservan en su
entorno natural denominado nicho hematopoyético (Bonig & Papayannopoulou,
2013), la primer evidencia de movilizacion fue en pacientes que habia recibido
quimioterapia y que mostraron un aumento de HSC en el torrente sanguineo
(Hoggatt & Pelus, 2011), por otro lado la evidencia resiente sugiere que se puede
aumentar de manera farmacologica la movilizaciéon de células troncales. Una
caracteristica notable de la movilizacion de HSC es la diversidad de agentes
movilizadores con diferentes cinéticas y eficiencia que sugieren diversos
mecanismos de accion. Un gran numero de factores de crecimiento
hematopoyéticos, ciertas quimiocinas, y agentes quimioterapéuticos citotdxicos,
puede inducir la movilizacion de HSC. Curiosamente, los factores de crecimiento
hematopoyéticos con poblaciones de células blanco distintas y actividades
biolégicas comparten la capacidad de movilizar HSC y HPC, sin embargo tienen
una cinética de movilizacion retardada, en cambio las quimiocinas movilizan en

cuestion de horas después de su administracion (Nervi et al., 2006; Pelus, 2008).

Dentro de las citocinas podemos encontrar al G-CSF y al GM-CSF, moléculas
aprobadas por la Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA), como agentes movilizadores (Pusic & Dispersio, 2008) y la molécula
AMD3100 aprobada en 2009 por esta misma asociacion como agente movilizador
(Pusic & Dispersio, 2010). Esto se debe a la alteracién de la interaccion de las
HSC con las células del estroma, la remodelacion y la regulacion de la
remodelacion de la MO por interacciones osteoclastos/osteoblastos (Lemoli & D’
Addio, 2008).

De manera importante la interrupcion de las interacciones entre moléculas de
adhesion y sus ligandos de citocinas es la base para la movilizacion de HSC, por
esta razén el conocimiento de las HSC con su microambiente y las moléculas de

adhesion con las gue interactlan para poder mantenerse ancladas a él, ha sido
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clave para las estrategias de movilizacion, por lo cual es importante mencionar
que la interaccion entre el CXCR4 y el ligando SDF-1 es el mas estudiado, varios
reportes han mostrado que la degradacion y la inactivacion dentro de la MO de
esta interaccién por enzimas proteoliticas tales como la elastasa, catepsina G, y
diversas metaloproteinasas son esenciales para la movilizacion, varios agentes
movilizadores rompen este enlace y es asi como logran el efecto movilizador
deseado, ejemplo de esto es el G-CSF que reduce la expresién de SDF-1, a la vez
ayuda a la secrecion de proteasas que rompen este enlace y provocan la
movilizacion y en el caso del AMD3100 es el antagonista de CXCR4 lo cual es el
factor de su rapida movilizacion (Petit et al., 2002; Nervi et al, 2006; Cashen et al.,
2007; Motabi & DiPersio, 2012; Bonig & Papayannopoulou, 2013).

El objetivo de la movilizacién es obtener al menos 2X10° células CD34*/Kg. Sin
embargo existen factores que reducen la movilizacion, que incluyen la edad,
radioterapia previa, ciertas enfermedades, sexo, etc., por lo cual el nUmero de
células movilizadas no es suficiente (Pelus, 2008), ademas el 25% de los
pacientes con enfermedades como linfomas o leucemias y en un 10-20% en
individuos sanos no responden a los agentes movilizadores (Pelus, 2008; Mohty &
Ho, 2011; Shirvaikar et al., 2012), a este evento se le conoce movilizacion escasa
y a los movilizadores se les denota como movilizadores poco favorables (Mohty &
Ho, 2011; Lemoli, 2012).

En 1990 el protocolo cominmente usado para inducir la movilizacion era el G-CSF
solo o en compairiia de agentes quimioterapéuticos tales como la ciclofosfamida o
la doxorrubicina, entre otras varias, y mostraba resultados magnificos (To et al.,
2011), al igual que el G-CSF muchas otras citocinas tales como el GM-CSF, IL-3,
7, 12, SCF, el ligando Flt-3 y quimiciocinas como la IL-8 son capaces de inducir la
movilizacion de HSC a SP clinica o experimentalmente (Greinex & Woral, 2009),
sin embargo hasta antes de 2009 solo el G-SCF y el GM-SCF eran los Unicos
aprobados por la FDA, posteriormente se aprob6 el uso del AMD3100 en los
pacientes cuyo primer régimen de movilizacion con G-CSF fallaba, Flomenberg et
al., en 2005 demostréo que esta combinacidbn aumentaba considerablemente el

namero de HSC, en comparacién al G-CSF por si solo. Hoy en dia es la
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combinacion mas utilizada clinicamente por su gran capacidad de movilizacion
(Greinex & Woral, 2009; Lemoli, 2012; Bakanay & Demirer, 2012), sin embargo
con la finalidad de alcanzar un 100 % en los casos de movilizacion, hoy se

investigan una gran gama de agentes movilizadores incluyendo su cinética y

efectividad de movilizacion, algunos de estos agentes se muestran en el siguiente

cuadro:

Tabla 1. Agentes movilizadores utilizados clinica o experimentalmente

) ) # de células )
Agente Mecanismo bésico - Referencia
movilizadas
. o 6 Henon et al.,
Reduce la expresion de quimiocina >2.0x10 )
G-SCF . 1992; Schmitz et
SDF-1 CD34 cells/kg
al., 1996
inhibe la unién de SDF-1 a su receptor >5.0x10° Hendrix et al.,
AMD3100 +
CXCR4 CD34 cells/kg 2000
o ] Fukuda et al.,
Péptido CXCR4 Agonista del receptor CXCR4 No mostrado 2005

Factor de células
troncales (SCF)

Ligando natural del receptor c-kit
Funciona en conjunto con otros

movilizadores

>2.0x10°
CD34"cells/kg

Morstyn et al.,
1994

Proteina de crecimiento

reguladora beta (Gro-8)

Tiene union especifica al receptor
CXCR2

No mostrado

King et al., 2001

Interleucina 8 (IL-8)

Interviene con la molécula MMP9 de la

matriz extracelular

No mostrado

Laterveer et al.,
1995

La hormona de
crecimiento
recombinante humana
(rhGH)

Permite la proliferacion de los diferentes

linajes sanguineos

>5.0x10°
CD34"cells/kg

Carlo et al.,2004

La hormona
paratiroidea
recombinante humana
(rhPTH)

Relacionado con el ligando Nocht y el

incremento de nimero de HSC

No mostrado

Calvi et al., 2003

Trombopoyetina (Tpo)

Regula la megacariocitosis e induce la

movilizacién

Aumenta al doble la
poblacién de CD34"

Vadhan-Raj et al.,
1997
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Las HSC movilizadas tienen como finalidad ser utilizadas para el trasplante
autologo o alogénico en pacientes que han sufrido un régimen mieloablativo por lo
cual la investigacién de muchos otros agentes solos o en combinacion con G-CSF
se han utilizado para tratar de mejorar la movilizacién, no s6lo para aumentar el
rendimiento de células troncales, sino también con el objetivo de mejorar la calidad
del contenido del injerto y los resultados del trasplante (Pelus, 2008; Bakanay y
Demirer, 2012).

1.4 El trasplante de HSC movilizadas

El trasplante de células troncales y progenitoras hematopoyéticas en algunas
enfermedades como la leucemia puede ser la mejor alternativa pues se ha
comprobado que puede curar hasta el 50% de los pacientes trasplantados (Gomez
et al.,, 2012), es el método para reconstituir la MO normal en pacientes que
recibieron un régimen de quimioterapia o radioterapia para el tratamiento contra
varios tipos de cancer, enfermedades hematoldgicas, metabdlicas entre otras.
Aproximadamente 60,000 trasplantes autdlogos y alogénicos son realizados

anualmente (Shirvaikar et al., 2012).

En principio la fuente de HSC para trasplante fue la MO, sin embargo debido a
inconvenientes como prolongadas citopenias (en especial neutropenia), tiempo de
hospitalizacion prolongado y alta mortalidad; surgi6 la necesidad de buscar otras
fuentes de células para reconstituciéon hematopoyética (Oliveros et al., 2003), entre
ellas la sangre periférica (SP), la cual si bien fue introducida en la clinica en 1986,
en la actualidad ha sustituido a la MO como fuente de HSC, asi todos los
trasplantes autologos y el 75% de los alogénicos usan como fuente la SP (Kérbling
& Freireich, 2011). De hecho se ha reportado que el uso de las HSC obtenidas de
la sangre, en comparacion de las de MO, incluyen un periodo mas corto de la
neutropenia, que se traduce en la reduccion del uso de antibiéticos, disminucion
del riesgo de infeccidn, hospitalizacion mas corta, y la reduccion de costos (Devine
et al.,, 2010) también se pueden recolectar de manera mas facil y un mayor

namero de HSC de la SP que de la MO (American Cancer Society, 2012).
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El primer trasplante exitoso de MO se llevo a cabo en 1968, posteriormente fueron
reportados éxitos similares y para 1986, mas de 200 centros de trasplantes en
todo el mundo realizaban 5,000 procedimientos anualmente, sin embargo a la vez
hubo factores que impedian los avances en el trasplante de MO; uno de los mas
importantes fue el complejo mayor de histocompatibilidad, provocando que los
primeros trasplantes fueran poco exitosos. En 1970 la mayoria de los trasplantes
de HSC se realizaba con un donador relacionado pero solo un 30% de los
pacientes tenian un donador compatible (Bishop, 2009; Rivera, 2011).

El descubrimiento en 1980 de las HSC movilizadas a SP con capacidad de
reconstituir el sistema hematopoyético de sujetos mielosuprimidos fue un
impresionante paso en la clinica, a partir de ese momento varias instituciones se
dieron a la tarea de demostrar que estas podian servir como una alternativa del
trasplante de HSC de MO (Mohty & Ho, 2011; Motabi & DiPersio, 2012). Hoy en
dia se reportan mayores tasas de supervivencia en los pacientes que reciben un
trasplante, sin embargo estos muestran un deterioro en su calidad de vida antes,
durante y después del trasplante, debido a varios factores como la radiacion, la
guimioterapia, la enfermedad injerto contra huésped (GVHD), las infecciones, la
inactividad a largo plazo o el reposo en cama y los efectos secundarios de los
medicamentos pueden contribuir al debilitamiento fisico y emocional del paciente
(Jarden, 2009), los reportes clinicos mas recientes revelan que las tasas de
sobrevida libre de enfermedad a largo plazo son mayores en SP, por ejemplo las
estadisticas indican que enfermedades como las leucemias agudas el trasplante
de MO obtienen sobrevidas del 50% mientras el trasplante de SP logra tasas de
supervivencia del 60%, en linfomas y mieloma multiple el porcentaje es de 40% vs
50%, mientras que en leucemias mieloides crénicas el porcentaje de supervivencia
es del 65% para MO mientras que para SP la supervivencia es del 81% (Cheuk,
2013), es importante tomar en cuenta la diferentes complicaciones que se pueden
presentar antes, durante y después del trasplante, primero que nada los
regimenes mieloablativos de condicionamiento en funcién de las altas dosis de
radioterapia y quimioterapia inducen una toxicidad intensa y tienen una tasa de

mortalidad alta, por lo tanto, estos regimenes han sido modificados con el objetivo
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de reducir la toxicidad, manteniendo o mejorando la eficacia del trasplante (Oyala
y Pérez, 2011; Shi et al., 2013), por otro lado el trasplante de SP muestra grandes
ventajas sobre el trasplante de MO pero a la vez muestra desventajas tal es caso
de la obtencion de HSC/HPC que deben ser movilizadas a SP en algunos casos
esta movilizacion llega a fallar por lo cual no se obtienen las cantidades de células
necesarias para el trasplante y se necesita repetir la recoleccion de las células en
repetidas ocasiones, en algunos casos existe un ligero riesgo de contaminacion
del injerto con alguna célula cancerigena cuando el trasplante es autélogo, las
infecciones, GVHD y el mal homing, son riesgos que se corren durante este
proceso (Lapidot et al., 2005; Mohty & Ho, 2011; Lemoli, 2012). Ante los datos
reportados la investigacion esta en curso para identificar nuevos agentes o
combinaciones que conduzcan a las estrategias de movilizacibn a ser mas
eficaces, sobre todo en aquellos pacientes que estan en riesgo de que fracase la
movilizacion asi como mejorar la calidad del injerto y los resultados de
supervivencia después del trasplante (Bakanay & Demirer, 2012; Hopman &
DiPersio, 2014).
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1.5 Caseinas y movilizacion de HSC/HPC

La leche contiene una gran cantidad de proteinas, dentro de las cuales la caseina
es la principal (75-80%) (Meisel, 1997). La caseina se encuentra constituida por
micelas las cuales estan conformadas por cuatro clases de cadenas polipeptidicas
designadas a-s;, a-S,, B y K-caseina. La caseina es poco soluble en agua, pero
puede ser diluida a un pH 6.6 produciendo derivados, altamente solubles en agua,
conocidos como caseinatos. El caseinato de sodio (CasNa) es una sal de las
caseinas, éste se obtiene disolviendo caseina en hidroxido de sodio, el resultado
es un polvo blanco sin sabor, ni olor, soluble en agua y que ademas contiene un
65% de proteinas (Walstra & Jenneis, 1984). Se ha demostrado que la inyeccién
intraperiperitonial induce la acumulacion de granulocitos y macrofagos en la
cavidad peritoneal de ratones (Passoti et al., 1993). Interesantemente se sabe que
el efecto biolégico del CasNa aumenta el niumero de células mononucleadas
(CMN) en MO (Martinez, 2006; Silvestre, 2007; Dominguez et al., 2012) y un
aumento en el tamafio, peso y celularidad del bazo (Lagunes, 2004; Dominguez,
2007; Silvestre, 2011) pardmetros que sugieren activacion de la hematopoyesis
extramedular lo cual puede involucrar migracion de HSC o HPC (O’Malley et al.,
2005). Recientemente se demostr6 que induce la movilizacion de células
troncales/progenitoras hematopoyéticas mediante el inmunofenotipo, para
HSC/HPC, KSL (Silvestre, 2011), la activacién de la granulopoyesis y el aumento
en el suero del G-CSF y el GM-CSF (Lotem & Sachs, 1985; Metcalf et al., 1996;
Dominguez et al., 2012), citocinas empleadas en la movilizacion de HSC y HPC
(Pusic y Dispersio, 2008), por lo que existe la posibilidad de que el CasNa pueda

ser un agente movilizador de células troncales de MO.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado que la inoculacion de CasNa aumenta el
namero de CMN en MO asi como el tamafo, peso y celularidad del bazo, se ha
mostrado que aumenta la concentracion en el suero del G-CSF y el GM-CSF que
induce la movilizaciébn de células progenitoras hematopoyéticas mediante el
inmunofenotipo, para HSC/HPC, KSL, sin embargo se desconoce si estas células

movilizadas contienen células troncales hematopoyeéticas.

3. JUSTIFICACION

La movilizacion de células troncales hematopoyéticas a SP es inducida por un
gran numero de citocinas, quimiocinas y algunos quimioterapéuticos, sin embargo
los agentes movilizadores poseen ventajas y desventajas. El objetivo de la
movilizacién es obtener al menos 2X10° de células CD34%/kg de peso del receptor,
pero existen factores que reducen la movilizacion, como la edad, radioterapia,
ciertas enfermedades y sexo, entre otros (Pelus, 2008), por la misma razon se
necesitan estrategias novedosas para aumentar el rendimiento de células
troncales y también con el objetivo de mejorar la calidad del contenido del injerto y
los resultados del trasplante (Bakanay & Demirer, 2012).

Si se logra demostrar que el CasNa tiene efecto de movilizador de células
troncales hematopoyéticas, podria ser utilizado como una nueva alternativa
terapéutica para la movilizacion y el trasplante de células troncales, ya sea solo o

en combinacion de otro agente movilizador.
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4. HIPOTESIS

Si la inoculacion de CasNa en ratones induce la movilizacion de células troncales
asi como de progenitoras hematopoyéticas a sangre periférica, entonces se
espera que ratones irradiados letalmente, trasplantados con células movilizadas

con CasNa reconstituyan su sistema hematopoyético y por lo tanto sobrevivan.
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5. OBJETIVOS

General:
> Evaluar si el CasNa induce la movilizacion de células troncales asi como

progenitoras hematopoyéticas a sangre periférica.

Particulares:

» Comparar el efecto movilizador de células progenitoras a sangre periférica
entre CasNa, AMD3100 y CasNa + AMD3100 mediante unidades
formadoras de colonias (CFU).

» Determinar la dosis supraletal de radiacién para ratones Balb/c.

» Trasplantar células progenitoras movilizadas a sangre periférica a ratones
irradiados letalmente.

» Comparar la supervivencia de ratones irradiados letalmente y trasplantados
con CMN obtenidas de sangre periférica de ratones tratados con vehiculo,
CasNa, AMD3100 o CasNa + AMD3100.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 Animales

Los procedimientos que involucraron animales fueron llevados a cabo bajo la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 de especificaciones técnicas para la
produccioén, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Ratones sinérgicos
hembra y/o machos de la cepa Balb/c, en condiciones libres de patdégenos
obtenidos del bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, de 2-3

meses de edad fueron mantenidos con alimento y agua en condiciones ad libitum.

6.2 Tratamiento de los ratones y aislamiento de las células mononucleadas

Los ratones utilizados en este trabajo fueron divididos en 4 grupos, un grupo
recibi6 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS como vehiculo), otro
grupo 1 mL de caseinato de sodio (CasNa) (Spectrum, New Brunswick, NJ) (0.1
g/ml en PBS), el siguiente 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg de peso del raton en PBS)
(Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) y el dltimo grupo recibi6 1 mL CasNa (0.1 g/ml en
PBS) mas AMD3100 (5 mg/kg de peso del raton en PBS) (DUO). Los grupos de
vehiculo, CasNa y DUO fueron inoculados via intraperitoneal, cada 48 h durante 6
dias con 1 ml de tratamiento mientras el grupo de AMD3100 y DUO recibieron una
sola inoculacién una hora antes del sacrifico y 24 h después de la ultima inyeccién
de PBS o CasNa, los animales fueron anestesiados con éter, se obtuvo la sangre
del plexo axilar y cuando murieron se obtuvieron fémures y bazos, posteriormente
se aislaron las CMN de SP o MO mediante un método de gradiente de densidad
empleando ficoll (6=1.077 g/ml) (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo). Una vez obtenidas
estas CMN se evaluo el numero celular realizando un conteo en el hemocitometro

bajo el microscopio a 10x.
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6.3 Determinacion del indice esplénico

Antes del sacrificio los ratones fueron pesados y el valor fue registrado. Después
de extraer el bazo fue pesado y se calcul6 el indice esplénico como el cociente del

peso del bazo entre el peso del raton.

6.4 Ensayo de unidades formadoras de colonias

Para verificar la funcionalidad de las CMN que serian utilizadas para el trasplante,
se realizé un ensayo de unidades formadoras de colonias (CFU). Brevemente, las
CMN aisladas de SP de los ratones inoculados como se describié anteriormente,
fueron cultivadas en cajas petri de 35 mm x 10 mm (Corning, NY, USA), a una
densidad de 1x10° CMN/mL para SP en un medio semisélido de metilcelulosa
(Methocult; Stem Cell Tecnologies, Vancouver, BC, Canadd) el cual contiene un
coctel de factores de crecimiento, tales como: el factor de células troncales
recombinante de ratébn (rmSCF), IL-3 recombinante de raton (rmlL-3), IL-6
recombinante humana (rhlL-6) y eritropoyetina recombinante humana (rhEpo). Los
cultivos se mantuvieron a una temperatura de 37°C, 5 % de CO, y humedad a
punto de rocio durante 14 dias y posteriormente se contaron el nimero de
colonias y se observé morfologia de las colonias en un microscopio invertido a
10x. El criterio considerado para determinar el linaje de cada colonia fue de
acuerdo a lo descrito en el manual “ensayos para células formadoras de colonias
de ratén usando methocult” (Methocult; Stem Cell Tecnologies, Vancouver, BC,

Canada).
6.5 Estandarizacion de la dosis de radiacién supraletal

Para establecer el modelo de mielosupresion en ratones BALB/c se siguieron las
recomendaciones de The Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)
(Duran & Dysco, 2009). Tomando en cuenta estas recomendaciones, en este
trabajo se utilizaron ratones hembra Balb/c y se mantuvieron en las condiciones

antes descritas, una semana antes de recibir la radiaciéon, fueron condicionados
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con agua acidificada a pH 3, y se mantuvieron en estas condiciones hasta su

muerte como lo establece la IACUC.

De acuerdo a lo descrito anteriormente en la literatura para la estandarizacion de
radiacion bajo nuestras condiciones de trabajo se tomaron en cuenta dos
diferentes dosis de radiacion, por lo cual un total de 15 ratones fueron sometidos a
una dosis de radiacion supraletal de rayos gamma de 9.5 Gy (de Kruijf et al., 2010)
y 15 recibieron 8.5 Gy (Fibbe et al., 1992; Laterveer et al., 1995; Zijlmans et al.,
1995, 1998), los ratones fueron irradiados con un irradiador Gammacell-1000

Nordion isotopo **'Cs.

En seguida, los ratones fueron mantenidos en microaisladores bajo condiciones

estériles siendo observados hasta la muerte (una semana).

Con el objetivo de determinar la dosis de radiacién 6ptima se observaron sintomas
entre cada grupo como pérdida de peso, piloereccidon, pérdida de movilidad,
postracion estado de alerta. Finalmente se registro el tiempo de muerte, y dafio en
algunos érganos tales como el bazo y el intestino.

6.6 Radiacion y trasplante

Una vez determinada la dosis de radiacion gamma que era supraletal sobre
ratones Balb/c, se procedié a condicionar a otros grupos de ratones con 8.5 Gy de
irradiacion para después ser trasplantados o no con CMN, los grupos fueron

divididos de la siguiente manera:

Sin trasplante

Trasplantados con CMN obtenidas de SP de ratones tratados con PBS
Trasplantados con CMN obtenidas de SP de ratones tratados con CasNa
Trasplantados con CMN obtenidas de SP de ratones tratados con AMD3100
Trasplantados con CMN obtenidas de SP de ratones tratados con DUO

Trasplantados con CMN obtenidas de MO de ratones tratados con PBS

D N N N N N RN

Trasplantados con CMN obtenidas de MO de ratones tratados con CasNa
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Adicionalmente se consideré un grupo control de ratones sin radiacion y sin

trasplante.

De 3 a 4 horas después de recibir la radiacion, cada receptor fue trasplantado por
via caudal (200 uL de PBS con suero de ratén al 1%) con 2x10° CMN obtenidas
de SP o MO y se mantuvieron en microaisladores con alimento y agua acida a pH
3 estériles ad libitum siguiendo su progreso diariamente.

6.7 Criterios de efectividad de trasplante

La recuperacion de los ratones después de la radiacion, fue evaluada mediante la
ganancia de peso, asi como supervivencia a corto plazo (2-3 meses) y a largo

plazo (6 meses).

6.8 Manejo de datos

A menos que se indique lo contrario, se realizaron al menos tres experimentos por
separado. Los datos se presentan como la media * la desviacion estandar. Para
determinar diferencias significativas entre los datos se empledé una prueba de
Tukey (p<0.05) y para la supervivencia fue reportada con graficas de Kaplan-Meier

usando el paquete estadistico SPSS 18.0.
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7. RESULTADOS

7.1 La inoculacion de CasNa aumenta el numero de células mononucleadas

en sangre periférica de ratones sanos

Para confirmar que CasNa aumenta el numero de CMN en sangre periférica (SP)
ratones Balb/c fueron tratados con 1 mL de vehiculo (PBS), CasNa (0,1 g/mL),
AMD3100 (5 mg/kg) o DUO (CasNa + AMD3100).

Las CMN se obtuvieron mediante un gradiente de densidad por ficoll y el nUmero
de células fue evaluado por conteo celular. Los resultados mostraron que el
namero de CMN obtenidas de SP de ratones tratados con CasNa, AMD3100 y
DUO aumentaron significativamente en comparaciéon al nimero de CMN obtenidas
de SP vehiculo, a su vez al analizar el efecto conjunto de CasNa + AMD3100 no

mostré un aumento en comparacion a los tratamientos individuales (Figura 2).

CMN obtenidas de SP

CMN Sp/raton (1x10d)
O B N W »d» 01 O N ©

Vehiculo CasNa AMD3100 CasNa + AMD3100

Tratamiento

Figura 2. CasNa aumenta el numero de CMN en sangre periférica de ratones.
Numero de CMN obtenidas de SP de ratones inoculados con 1 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL de caseinato de sodio (CasNa) (0.1
g/mL), 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg) o DUO (CasNa + AMD3100) (0.1 g/mL + 5
mg/kg) n=10/grupo. *Diferencia significativa con respecto al vehiculo p<0.05.
Prueba de Tukey.
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7.2 Lainoculacion de CasNa aumenta el tamafo del bazo en ratones sanos

Una vez sacrificados los ratones donadores de CMN, se obtuvo el bazo y se
observé incremento en el tamafio de este 6rgano en los ratones tratados con
CasNa y DUO en comparacién a los bazos de ratones que fueron inoculados con
vehiculo o AMD3100 (Figura 3).

CasNa

Figura 3. CasNa aumenta el tamafio de los bazos en ratones. Imagen
representativa de los bazos obtenidos de ratones inoculados con 1 mL de
solucién amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL de caseinato de sodio
(CasNa) (0.1 g/mL), 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg) o DUO (CasNa + AMD3100)
(0.1 g/mL + 5 mg/kg) n=10/grupo.
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Al realizar el indice esplénico como el cociente del peso corporal entre el peso del
organo, se comprueba un aumento significativo en los tratamientos de CasNa y
DUO comparado con el vehiculo y el AMD3100, (Figura 4).

Indice Esplénico

0.01 -
0.009 - *
0.008 -
.= 0.007 -
D 0.006 -
o 0.005 -
© 0.004 -
3

5 0.003 -
c

= 0.002 -

0.001 -

Vehiculo CasNa AMD3100 CasNa + AMD3100

Tratamiento

Figura 4. CasNa aumenta el indice esplénico en ratones. indice esplénico de
ratones inoculados con 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1
mL de caseinato de sodio (CasNa) (0.1 g/mL), 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg) o
DUO (CasNa + AMD3100) (0.1 g/mL + 5 mg/kg) n=10/grupo. *Diferencia
significativa con respecto al vehiculo p<0.05. Prueba de Tukey
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7.3 La inoculacién de CasNa aumenta el numero de células progenitoras en

sangre periférica

Debido a que el tratamiento con CasNa incrementa el nimero de CMN en SP, se
evalud el numero de células progenitoras y el potencial para formar colonias de
estas CMN (Figura 5).

Colonia SP vehiculo Colonia SP CasNa

Colonia SP CasNa + AMD3100

Figura 6. CasNa tiene el potencial de formar colonias. Imagen representativa
de colonias formadas a partir de CMN de SP de ratones inoculados con 1 mL de
soluciéon amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL de caseinato de sodio
(CasNa) (0.1 g/mL), 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg) o DUO (CasNa + AMD3100, 0.1

g/mL + 5 mg/kg).
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Se observé que el numero de colonias totales formadas provenientes de CMN de
SP de CasNa, AMD3100 y DUO aumentan hasta 15 veces el niumero de células

progenitoras en SP en comparacion al vehiculo (Figura 6).

Colonias totales formadas provenientes de

CMN de SP
600 -
*
500
* *

8-) 400
-l
é 300
-
t") 200

100 -

Vehiculo CasNa AMD3100 CasNa + AMD3100
Tratamiento

Figura 6. CasNa aumenta el nUumero de progenitores en sangre periférica.
Numero de colonias formadas (CFU) por mL obtenidas de CMN de SP de ratones
inoculados con 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL de
caseinato de sodio (CasNa) (0.1 g/mL), 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg) o DUO
(CasNa + AMD3100, 0.1 g/mL + 5 mg/kg). *Diferencia significativa con respecto al
vehiculo p<0.05. Prueba de Tukey
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Al analizar el linaje celular de las colonias formadas las células movilizadas con
AMD3100 presentaron un mayor numero en colonias de linaje de granulocitos,
muy pocos en el linaje de macréfagos y colonias de granulocitos-macréfagos, en
cuanto CasNa y DUO presentaron un aumento mayor en los tres linajes,
principalmente en granulocitos seguido de colonias de linaje granulocitos-
macrofagos, en ningun tratamiento se encontraron colonias de linaje eritroide
(Figura 7).

Numero de colonias por Linaje obtenidas de

CMN de SP
® Vehiculo
400
350 - * m CasNa
*

O 300
7)) AMD3100
©os0. X
O m CasNa + AMD3100
—1 200 *
&
5 150
LL
Q) 100 *

50 *

O d
Granulocitos Macréfagos  Eritroides GM MIXTA

Linaje

Figura 7. CasNa aumenta el numero de progenitores de diferentes linajes
hematopoyéticos en sangre periférica. Linaje y nUmero de colonias formadas
(CFU) obtenidas de CMN de SP por mL de ratones inoculados 1 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL de caseinato de sodio (CasNa) (0.1
g/mL), 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg) o DUO (CasNa + AMD3100, 0.1 g/mL + 5
mg/kg) *Diferencia significativa con respecto al vehiculo p<0.05. Prueba de Tukey
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7.4 La exposicion de ratones a la radiacion de 85 o 9.5 Grays induce

mieloablacion

Una vez observado que CasNa tenia la capacidad de aumentar el nimero de
CMN en SP, las cuales tenian la capacidad para formar colonias en metilcelulosa,
se decidi6 comprobar la funcionalidad de estas células que hasta ese momento
mostraban tener caracteristicas de ser HSC/HPC, por lo cual se procedi6o a
realizar un trasplante de estas células en ratones mielosuprimidos, por lo cual se
establecio un modelo de mieloablacion por radiacion en ratones Balb/c empleando
dos diferentes dosis de radiacion Gamma las cuales fueron de 8.5 y 9.5 Grays
(Gy), los datos mostraron que ambas inducen la muerte de los ratones sin
embargo la dosis de 8.5 Gy permitia la supervivencia de un 10% de los individuos

hasta 9 dias, cuando la dosis de 9.5 Gy solo lo permitia por 6 dias (Figura 8).
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Figura 8. La exposicion de ratones a la radiacion gamma induce su muerte.

Tiempo de mortalidad de ratones Balb/c sometidos a una dosis de radiacion de
8.5 0 9.5 Gy, n=15/grupo. Kaplan-Meier
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De manera adicional se evaluo la presencia de signos fisicos post-irradiacion tales
como la piloereccion, estado flematico, dificultad respiratoria, postracion, estado
de alerta, movilidad. Se observdé que el estado general del ratbn empieza a
cambiar en el tercer dia post-radiacion y los cambios fisicos que se presentan se
agravan en el cuarto y quinto dia y hasta su muerte (Tabla 2), sumado a esto la
cavidad peritoneal de ratones fallecidos, muestran evidencias de que la dosis de
8.5 Gy inducia menor dafio en el intestino, higado y bazo respecto a la dosis de
9.5 Gy que provocaba una necrosis severa (Figura 9), durante este mismo tiempo
se evaluo el porcentaje de pérdida de peso, de manera interesante en ratones
expuestos a 8.5 Gy la pérdida es menor del 20% comparado con la dosis de 9.5
Gy que tuvo una perdida mayor del 30% (Figura 10, tabla 3). Considerando todos
estos resultados se decidid que la dosis que se emplearia como régimen

mieloablativo seria de 8.5 Gy.
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Tabla 2. La exposicion de ratones a la radiacion gamma induce signos fisicos notables

Signos/tiempo Dia uno Dia dos Dia tres Dia cuatro Dia cinco
Dosis 8.5 9.5 8.5 9.5 8.5 9.5 8.5 9.5 8.5 9.5
Piloereccion 0 0 0 0 1 1 2 3 3 3
Estado
. 0 0 0 0 1 1 2 3 3 3
flematico
Dificultad
) ) 0 0 0 0 1 1 2 3 3 3
respiratoria
Postracion 0 0 0 0 1 1 2 3 3 3
Problemas de
0 0 0 0 1 1 2 3 3 3
marcha

Efecto de la radiacion en el estado fisico de ratones sometidos a una dosis de 8.5 0 9.5 Gy. 0= No se presenta signo fisico, 1=
El signo se presenta muy poco, 2= el signo es notorio, 3= el signo es grave
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A) Contro

D) Control
—

Bazo control

e,

Figura 9. La exposicion de ratones a la radiacibn gamma induce dafio en sus
organos internos. Efecto de la radiacion en los 6rganos internos de ratones sometidos
a una dosis de 8.5 o0 9.5 Gy. A Intestino de un control sin radiacion. B Intestino
irradiados con 8.5 Gy. C Intestino irradiado con 9.5 Gy. D Bazo de un control sin
radiacion. E Bazo irradiados con 8.5 Gy. F Bazo irradiados con 9.5 Gy.
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Figura 10. La exposiciéon de ratones a la radiacibn gamma induce pérdida de
peso. Efecto de la radiacion en la pérdida de peso de ratones expuestos a una

dosis de 8.5 0 9.5 Gy

Tabla 3. La exposicion de ratones a la radiacion gamma induce pérdida de

peso.
Pérdida de peso post-radiacion
Peso antes de la Peso después de la radiacion
radiacion (Dia cero) (Dia cinco)
Control sin
o 20,26 + 0,358 (g) 22,851 £ 0,222 (g) (13 %)
radiacion

Exposicion a 8.5 Gy 21,812 + 0,302 (9)

17,177 + 0,869 (g) (-18,9 %)

Exposicion a 9.5 Gy 21,586 £ 0,412 (9)

15,836 + 0,967 (g) (-26,5 %)

Efecto de la radiacion en la pérdida de peso en gramos y porcentaje de ratones

expuestos a una dosis de 8.5 0 9.5 Gy.
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7.5 El trasplante de células mononucleadas de sangre periférica de ratones
tratados con CasNa, induce una mayor supervivencia en ratones irradiados

letalmente

Finalmente establecida una dosis de radiacion se procedio a realizar el trasplante
de CMN movilizadas a SP. Una vez realizado el trasplante, se evalud la pérdida de
peso y recuperacion del mismo como un criterio del éxito en primera instancia,
durante un periodo maximo de 30 dias después del trasplante; por lo cual tres dias
antes del trasplante se pesaron los grupos receptores tomando este como el peso
inicial, horas antes de ser sometidos a la radiacién y recibir el trasplante fueron
pesados nuevamente, se observd que los grupos aumentaban su peso entre 1-5
%, al registrar nuevamente el peso pero esta vez tres dias después del trasplante
observamos una reduccion de entre el 10 y 25 %, y el cual sigui6é disminuyendo
los siguientes dias en los grupos trasplantados con SP de vehiculo y DUO, asi
como los de MO, en cuanto a las condiciones restantes mostraron una pérdida de
peso durante los primeros tres dias pero después aumento a partir del dia seis, en
el dia doce todos los grupos sobrevivientes comenzaron a recuperar su peso y en
el dia 18 la mayoria habian recuperado su peso inicial, en el dia treinta post-
trasplante el peso incrementaba o se mantenia constante pero ya no descendio

después de este dia (Figura 11).
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Figura 11. El trasplante permite la recuperacion del peso de ratones
irradiados. Porcentaje de pérdida y recuperacion de peso de ratones irradiados y
trasplantados con 2x10° de CMN obtenidas de SP de ratones inoculados con 1
mL de solucion amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL de caseinato de sodio
(CasNa) (0.1 g/mL), 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg) o DUO (CasNa + AMD3100)
(0.1 g/mL+5 mg/kg), o ratones trasplantados con CMN de MO de ratones tratados
con vehiculo o CasNa. n=10 por grupo. Durante los primeros 30 dias post-
trasplante.
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Por otro lado el seguimiento de la supervivencia post-trasplante fue evaluado
durante 26 semanas (6 meses) y encontramos que el trasplante de CMN
obtenidas de SP de ratones tratados con vehiculo mantiene una supervivencia del
10% por menos de dos semanas, en cuanto al trasplante de CMN movilizadas con
AMD3100 la supervivencia fue del 10% durante 19 semanas, mientras tanto el
trasplante de CMN provenientes del tratamiento de DUO logra mantener una
supervivencia del 20% durante 26 semanas, por el contrario CMN de SP de
ratones tratados con CasNa mostr6 una supervivencia del 40% durante 24
semanas y del 30% durante 26 semanas.

Al mismo tiempo se realizé un trasplante de CMN obtenidas de MO de ratones
tratados con vehiculo o con CasNa, en el primer grupo se observdé una
supervivencia de 18 semanas, mientras que para el segundo caso la
supervivencia fue del 30% durante 14 semanas pero solo un 10% por 26 semanas
(Figura 12).
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Figura 12. El trasplante de CMN de SP y MO de ratones tratados con CasNa
aumenta la supervivencia de ratones letalmente irradiados. Supervivencia de
ratones trasplantados o no con 2x10° CMN obtenidas de SP de ratones
inoculados con 1 mL de soluciéon amortiguadora de fosfatos (vehiculo), 1 mL de
caseinato de sodio (CasNa) (0.1 g/mL), 1 mL de AMD3100 (5 mg/kg) o DUO
(CasNa+AMD3100) (0.1 g/mL+5 mg/kg), y ratones trasplantados con CMN de MO
de ratones tratados con vehiculo o CasNa. n=10 por grupo. Kaplan Meyer
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En la actualidad se realizan anualmente cerca de 60,000 trasplantes de HSC/HPC
como una estrategia terapéutica preferente contra varios tipos de cancer,
enfermedades hematoldgicas, autoinmunes, etc., el objetivo de este procedimiento
consiste en la reconstitucion del sistema hematopoyético de pacientes cuya MO
ha sido dafiada o destruida a causa del uso de quimioterapia, radioterapia (o la
combinacion de ambas), las cuales inducen un estado de mielosupresion
universalmente mortal en ausencia de trasplante de HSC/HPC provenientes de
cualquier fuente, ya sea MO, SP o cordon umbilical (Bishop, 2009; American
Cancer Society, 2012; Shirvaikar et al., 2012).

Aunque el numero de HSC/HPC es muy bajo en SP (0.01-0.05 %), es posible
incrementar su ndamero mediante el proceso conocido como movilizacion
(Greenbaum & Link, 2010). Se sabe que este fendbmeno de movilizacién puede ser
inducido farmacol6gicamente mediante el uso de una gran cantidad de moléculas
como las citocinas, quimiocinas y algunos quimioterapéuticos (Nervi et al., 2006).
La principal limitante del uso de movilizadores es el riesgo de una insuficiente
recoleccion de HSC/HPC, ademas de citotoxicidad y efectos secundarios, por lo
gue existe la necesidad de estrategias novedosas para aumentar el rendimiento
de HSC/HPC movilizadas y también con el objetivo de mejorar la calidad del
contenido del injerto y los resultados del trasplante (Bakanay & Demirer, 2012).

Existen moléculas diferentes a las citocinas con capacidad de regular la
hematopoyesis tal es el caso del el acido todo transretinoico (ATRA) (Fenaux et
al., 2001, 2007), o moléculas como las caseinas (Ramos et al. 2004, 2008;
Dominguez et al., 2012). En este trabajo se confirma que en ratones sanos la
inoculacion intraperitoneal de la caseina en la forma de sal, CasNa, aumenta el
namero de CMN en SP en comparacion a ratones tratados solo con el vehiculo tal
y como habia sido reportado anteriormente por nuestro grupo de trabajo (Silvestre,
2011). De manera interesante, cuando se comparé la movilizacion inducida por

CasNa con AMD3100, una molécula reconocida como movilizadora, se encontr6
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que aumenta el numero de CMN de forma similar (Figura 2), lo cual coincide con
similar nimero de unidades formadoras de colonias (15 veces respecto al control)
en células provenientes de sangre periférica, una evidencia de capacidad de
movilizacion de HSC/HPC (Okada et al.,, 1992; Broxmeyer, et al., 2005;
Barquinero, 2009; Challen et al., 2009; Pelus & Farag, 2011, Wognum et al.,
2013).

Al analizar el tipo de colonias que se formaban en ambos tratamientos se observo
que pertenecian al linaje mieloide principalmente de granulocitos, seguido de
colonias de granulocitos-macrofagos y después de colonias de macrofagos pero
ninguna eritroide, lo cual corrobora con lo reportado anteriormente donde se
mostro que la inoculacion in vivo de CasNa induce la proliferacion y diferenciacion
del linaje granulocitico principalmente (Dominguez et al. 2012). Ademas, nuestros
resultados concuerdan con reportes donde AMD3100 tiende a movilizar
progenitores de granulocitos-macréfagos, seguidos de los otros tipos celulares
(Broxmeyer et al., 2005; Singh et al., 2010). Este conjunto de datos indican que
bajo nuestras condiciones de trabajo, el CasNa tiene una capacidad de
movilizacion similar al AMD3100 y tiene potencial para inducir la diferenciacién de
al menos tres linajes hematopoyéticos de tipo mieloide.

La administracion conjunta de CasNa + AMD3100 (DUO) no modificé el nimero
de CMN, colonias y tipo de linaje celular obtenidas de SP en comparaciéon a los
tratamientos de CasNa y AMD3100 por separado, lo cual contrasta con reportes
donde la administracion de G-CSF en combinacion con AMD3100 es capaz de
movilizar efectivamente un mayor namero de HSC/HPC a SP que los tratamientos
por separado (Broxmeyer et al., 2005; Flomenberg et al., 2005; Pelus y Fukuda
2008). Desconocemos porque AMD3100 en combinacién con CasNa no moviliza
un mayor numero de CFU, sin embargo seria interesante investigar si CasNa ya
induce la maxima movilizacion no solo de CFU, sino también de HSC/HPC, y por
lo cual no presenciamos mayor efecto en el DUO. Ante estos resultados podemos

aseverar que CasNa tiene la capacidad de aumentar el numero y proliferacion de
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CMN y HPC gque se movilizan a SP y por otro lado podemos asegurar que el
efecto de CasNa combinado con AMD3100 no tiene un efecto sinérgico.

El hecho de que bajo nuestras condiciones de trabajo se observara un aumento en
el indice esplénico sugiere la posibilidad de que CasNa induzca hematopoyesis
extramedular (HE), evento que indica un efecto de movilizacion (O’Malley et al.,
2005), el cual puede deberse a la colonizacion de HSC/HPC circundantes en SP
las cuales se establecen en bazo y después proliferan y se diferencian, lo cual
concordaria con reportes donde las HSC/HPC movilizadas se establecen en este
organo iniciando asi la HE (Khaldonayini et al., 2003; Kim, 2010; O’Neill, 2012),
por otro lado algunos reportes han mostrado que CasNa aumenta los niveles de
G-CSF en suero de ratones (Metcalf et al., 1996; Dominguez et al., 2012) y a la
vez otros trabajos muestran que la administracion de esta citocina incrementa el
tamafo del bazo varios centimetros después de su inoculacion (Stroncek et al.,
2004), estos datos aunados a los otros podrian indicar que uno de los
mecanismos por los cuales CasNa esta movilizando es dirigido por la produccién
de G-CSF.

Considerando que la prueba contundente de la funcionalidad de las HSC/HPC, es
la capacidad de reconstituir el sistema hematopoyético de un individuo
mielosuprimido (Lin & Goodell, 2006; Orkin & Zon, 2008; Wintrobe, 2009), nos
preguntamos si las células movilizadas a SP con CasNa en efecto, rescataban de
la muerte a ratones letalmente irradiados y con ello mostrar fisiolégicamente la

presencia de HSC/HPC funcionales.

Con esta finalidad, inicialmente se establecié una dosis de radiacion supraletal que
indujera mieloablacidon en ratones de la cepa Balb/c y en consecuencia posibilitara
el trasplante de HSC/HPC. En efecto, el objetivo de la radiacion como régimen de
condicionamiento previo al trasplante, es la eliminacion de las células
inmunocompetentes de manera rapida y efectiva, no obstante, una dosis por

debajo de este umbral podria eliminarlas lentamente o en el peor de los caso no
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eliminarlas, de modo que luego del trasplante, el receptor desarrollara la condicién
de enfermedad de injerto contra huésped (GVHD), por el contrario, una dosis de
radiacion por arriba del régimen mieloablativo provoca una toxicidad tan alta que la
induccion de mortalidad ocurre rapidamente y aun y si se efectda un trasplante de
MO o SP el injerto no es exitoso y sobreviene rdpidamente la muerte del receptor
(Cui, et al. 2002; Duran & Dysco 2009).

Tomado en consideracion algunos criterios establecidos por The Institutional
Animal Care and Use Committee (IACUC) de Los Estados Unidos, tales como los
signos de moribilidad, pérdida de peso y dafio en 6rganos internos, se ensayaron

dos diferentes dosis de radiacion.

En reportes previos se demuestra que 85 Gy es efectiva para inducir la
mieloablacién (Fibbe et al., 1992; Laterveer et al.,, 1995; Zijlmans et al., 1995,
1998), ademas de que se ha mostrado que ratones de la cepa Balb/c son
radiosensibles a dosis 8.8 Grays (Gy) (Hansom et al.,, 1987; Duran & Dysco,
2009), y otra de 9.5 Gy que se sabe, permite la supervivencia de los ratones de la
cepa Balb/c después de un trasplante exitoso (de Kruijf et al., 2010). Se encontrd
que bajo nuestras condiciones, la dosis de 9.5 Gy no permitia la supervivencia de
los ratones mas all4 de seis dias mientras que ratones expuestos a dosis de 8.5
Gy supervivian hasta nueve dias. Al analizar la presencia de signos fisicos que es
conocido, aparecen post-exposicion a radiacién, tales como la postracion, la
inapetencia, entre otros (Schielke et al., 2004; Duran & Dysco, 2009), observamos
gue para ambas dosis, estos sintomas de morbilidad se presentaban en el mismo
tiempo y la diferencia era poco notoria, sin embargo al observar que la pérdida de
peso en ratones expuestos a una dosis de 8.5 Gy era menor del 20% mientras que
en ratones expuestos a la dosis de 9.5 Gy la perdida era mayor del 30%, algunas
instituciones determinan a la pérdida de peso como un método tipico de limitar la
gravedad de los procedimientos experimentales en animales, limitando a esta
pérdida a no ser mayor del 20% (Duran & Dysco, 2009), a la vez observamos que
la dosis de 9.5 Gy era mucho mas agresiva en organos internos como el intestino,

y bazo a diferencia de la dosis de 8.5 Gy, que si bien, también afecta a estos
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organos, el dafio observado no era tan grave (Figura 8). Tal como indican algunos
reportes la radiacion afecta principalmente a las células que proliferan
rapidamente y por lo tanto afecta a los tejidos cuyo recambio celular es constante
tal es el caso del intestino, los gametos y la MO, en cambio las células que no se
dividen constantemente son radioresistentes, es decir, que la radiacién no las
afecta de manera similar a las que si estdn en constante division (Lindell &
Dobson, 1964; Cherry et al., 2000; Acosta y Cariete, 2005; Goodman, 2010), esta
evidencia sumada a las anteriores nos permitié afirmar que la dosis de 9.5 Gy era
excesiva y por lo tanto decidimos que la dosis efectiva para realizar un trasplante
de HSC era la dosis de 8.5 Gy.

Una vez establecido un modelo de mielosupresion y estudiada la capacidad del
CasNa para regular la hematopoyesis e inducir movilizacién a SP y como prueba
contundente de esta movilizacion se realiz6 un trasplante de CMN de ratones
tratados con CasNa comparandolo con aquellos tratados con un reconocido
movilizador como el AMD3100, CasNa con AMD3100 (DUO) o vehiculo. Los
resultados mostraron que el CasNa tiene mayor éxito de sobrevida durante mas
de 26 semanas en comparacion con el grupo vehiculo los cuales sostuvieron una
supervivencia menor de dos semanas, lo cual es de esperarse considerando que
el nimero circundante de HSC/HPC en SP en muy bajo (0.01-0.05%) (Greenbaum
& Link, 2010) e imposibilita el restablecimiento de la hematopoyesis. Por otro lado
observamos que las CMN de SP obtenidas después de la inoculacion de
AMD3100, al ser trasplantadas en ratones irradiados letalmente sostienen una baj
supervivencia durante 19 semanas, similar a lo reportado por He et al., (2014) que
muestra que células movilizadas con AMD3100 sostiene escasos 25 dias la
supervivencia de ratones irradiados, mientras que DUO solo logra mantener una
supervivencia baja durante 26 semanas, lo cual contrasta con los resultados
obtenidos en otros trabajos donde la combinacion de AMD3100 con otros
movilizadores, muestra sostener supervivencias hasta del 100% (Singh et al.,
2010, 2012, 2014, He et al., 2014).
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De los datos observados podemos concluir que bajo nuestras condiciones
experimentales CasNa muestra mejor efecto de movilizacion en cuanto a lograr
mantener una mayor supervivencia a largo plazo comparado con AMD3100 la
combinacion de ambas, no sabemos cual sea la posible razén por la que CasNa
muestre por si solo mejores resultados pero una posible respuesta puede ser su
capacidad de aumentar ciertas citocinas en suero, tales como el G-CSF y GM-
CSF (Metcalf et al., 1996; Santiago et al., 2009; Dominguez et al., 2012), dos
moléculas conocidas por su capacidad para poder inducir la movilizacion y que
hasta antes de 2009 eran las Unicas aprobadas por la FDA para inducir este
evento clinicamente (Nervi et al., 2006; Cashen et al., 2007).

A la vez, podemos tomar en consideracion la existencia de 2 tipos de HSC las
HSC de largo plazo (HSC-LT) y las HSC de corto plazo (HSC-ST), las primeras
son capaces de sostener la hematopoyesis de un individuo toda su vida, en cuanto
a las segundas solo pueden sostenerla entre 8 a 16 semanas, ambas son
necesarias en un trasplante, puesto que las HSC-ST ciclan constantemente por lo
cual son necesarias en primer instancia para recobrar la hematopoyesis en un
individuo mielosuprimido durante los primeros dias post-trasplante, mientras las
HSC-LT ciclan lentamente, pero son las encargadas de repoblar la MO a largo
plazo (Weisman, 2000; Orkin & Zon, 2008; Benveniste et al., 2010; Challen, et al.,
2010; de Kruijf et al., 2010; Mayle et al., 2012; Schuettpelz y Link, 2012; Montrone
et al.,, 2013), tomando en cuenta los datos in vitro e in vivo que obtuvimos,
podemos sugerir que CasNa estd aumentando el nimero de HSC-ST y HPC en
SP por lo cual logra sostener una mayor supervivencia en primer instancia pero a
la vez también est4d logrando movilizar HSC-LT porque logra mantener
supervivencias durante mas de 26 semanas y esta podria ser otra posible
respuesta a su capacidad de sostener mayor supervivencia que incluso nuestra

molécula control de movilizacion.
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Paralelamente a este experimento se realizé un trasplante de CMN de MO (como
control de trasplante) de ratones tratados con CasNa o vehiculo y observamos que
la supervivencia de ratones trasplantados con CMN de CasNa tuvieron una
supervivencia una supervivencia baja durante 26 semanas, encontraste de los
ratones trasplantados con CMN de vehiculo que solo sostuvieron una escasa
supervivencia por 18 semanas. Si comparamos el trasplante de CMN de ratones
tratados con CasNa de SP con el de MO podemos observar que el trasplante de
SP es mas efectivo que el de MO mostrando mayor supervivencia, los reportes
clinicos méas recientes revelan que las tasas de sobrevida libre de enfermedad a
largo plazo son mayores en SP por ejemplo las estadisticas indican que
enfermedades como las leucemias agudas el trasplante de MO obtienen
sobrevidas del 50% mientras el trasplante de SP logra tasas del 60%, en linfomas
y mieloma multiple el porcentaje es de 40% vs 50%, mientras que en leucemias
mieloides cronicas el porcentaje de supervivencia es del 65% para MO mientras
gue para SP la supervivencia es del 81% (Cheuk, 2013), ante los datos obtenidos
podemos asegurar que el trasplante de células movilizadas con CasNa es mejor
que el trasplante de MO de ratones sanos o tratados con CasNa, por lo cual
podriamos pensar que CasNa presenta un mecanismo que mejora la calidad del
injerto de células movilizadas, ya sea gracias a las caracteristicas antes
mencionadas o inclusive presente una capacidad radioprotectiva como o
denominarian algunos autores (Singh et al., 2012), sin embargo, sea cual sea el
mecanismo por el cual est4d actuando CasNa lo observado en este trabajo nos
indica su capacidad para ser una nueva alternativa terapéutica para la realizacion
del trasplante de HSC solo se necesita mejorar la estrategia para poder obtener

mejores resultados.
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9. CONCLUSIONES

» CasNa moviliza células troncales/progenitoras hematopoyéticas funcionales
a sangre periférica capaces de rescatar a ratones mielosuprimidos.

» Bajo nuestras condiciones de trabajo, al observar la formacion de colonias,
CasNa tiene un efecto de movilizador similar al AMD3100, pero no tienen

efecto aditivo o sinérgico.

» La dosis de radiacion establecida induce mieloablacion y muerte en ratones
sometidos a esta.

» El trasplante de células movilizadas a sangre periférica con CasNa es mas
efectivo para inducir supervivencia que AMD3100.
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10. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se mostro la capacidad de CasNa para inducir movilizacion
de células troncales/progenitoras (HSC/HPC) a sangre periférica mediante la
formacion de colonias y su capacidad de rescatar a ratones mielosuprimidos que
recibieron un trasplante de estas células, por lo cual CasNa podria ser utilizado
como una alternativa terapéutica del trasplante de HSC/HPC sin embargo aun
faltan algunos estudios para demostrar todo su potencial como movilizador por lo

cual se recomienda en trabajos posteriores:

o Evaluar si el trasplante secundario de CMN de MO, procedentes de ratones
trasplantados con células troncales/progenitoras hematopoyéticas
movilizadas a SP con CasNa, tienen la capacidad para rescatar de la
muerte a ratones irradiados letalmente.

o Evaluar la capacidad de reconstitucion hematopoyética de los linajes
mieloide y linfoide de células movilizadas y trasplantadas en ratones

irradiados
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12. ANEXOS

Preparacion de reactivos:

Suero de ratén

El suero de ratdn se obtuvo bajo condiciones de esterilidad de ratones de la cepa
Balb/c, se obtuvo la sangre de los ratones por plexo axilar en tubos de plastico
estériles y se centrifuga a 1500 revoluciones por minutos (rpm) por 5 minutos, se
dejé en refrigeracion (4°C) de una hora o hasta 12 horas y después en campana
de flujo laminar se obtuvo el suero cuidando de no hemolizar las muestras
(200uL/mL/ratén), se inactivo antes de usarse. Para la inactivacion se puso en un
bafio de agua a 56°C por 30 minutos con el propésito de inactivar proteinas del

complemento y se homogenizo suavemente cada 10 min. Se Almaceno a -20°C.

PBS (solucion buffer de fosfatos)

Esta solucién de sales de fosfato conserva la fisiologia celular. Para preparar 1L
de PBS se necesito:

1L Agua bidestilada

8.0 g Cloruro de sodio (NaCl) (Sigma, Chem, USA)

0.2 g Cloruro de potasio (KCI) (Sigma, Chem, USA)

2.16 g Fosfato monoacido de sodio (Na,HPO,) (Sigma, Chem, USA)

0.2 g Fosfato diacido de potasio (KH2PO,) (Sigma, Chem, USA)

Las sales de NaCl, KCI y KH,PO,4 se disolvieron completamente una por una en
800 ml de agua bidestilada. Una vez disuelto todo se ajusto el pH de 7.2-7.4 con
Na;HPO, y se aforo al volumen final de 1L. Se esterilizo por autoclave, se dejo

enfriar y se almaceno a 4°C.

PBS + suero de ratén al 1%

Se agregé 1 mL de suero de raton inactivado por cada 100 mL de PBS en

condiciones estériles.
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CasNa

Se solubilizd 0.1g/ml de CasNa (Spectrum, New Brunswick, NJ) en PBS, y
posteriormente se esterilizo por autoclave, el CasNa se prepard0 minutos antes de

la inoculacion.

METHOCULT

Es un medio semisdlido a base de mitilcelulosa (Methocult; Stem Cell Tecnologies,
Vancouver, BC, Canada), el cual contiene un cOctel de factores de crecimiento,
tales como: factor estimulador de células troncales recombinante de raton
(rmSCF), interleucina-3 recombinante de raton (rmlL-3), interleucina-6
recombinante humana (rhIL-6) y eritropoyetina recombinante humana (rhEpo). Se
almacené a -20°C y se descongel6 horas antes de sus uso con agitacion suave.

FICOLL

Ficoll (Sigma-Aldrich, St Louis, Mo) es un gradiente de densidad (6=1.077g/ml) se

mantuvo a 4°C y en oscuridad.

AGUA ACIDA pH 3

Agua potable se acidifico con acido clorhidrico concentrado y posteriormente se

esterilizo por autoclave.
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Manejo de los animales

Medidas de esterilidad para la manipulacion de los ratones donadores

Los ratones donadores fueron manipulados bajo las reglas del bioterio.
La administracion de los tratamientos fue en la via intraperitoneal, inoculando un

volumen méaximo de 1 mL/ratén con una aguja de 25G.

Medidas de esterilidad para la manipulacion de los ratones receptores

Los ratones receptores fueron manipulados bajo las reglas del bioterio, una
semana antes del trasplante se condicionaron con agua acida a pH 3.

El dia que recibieron el trasplante, fueron colocados en microaisladores
(RISMART, S. A. DE C. V. D.F. México) y se transportaron, al irradiador, antes de
efectuar la irradiacion, la mesa se desinfecto con alcohol al 70% y a partir de ese
momento se manipularon con precaucion, usando bata, guantes y cubrebocas fue
empleado como medidas asépticas para la manipulacién.

Después de la radiacibn se transportaron a un cuarto condicionado para su
estadia en el bioterio, y se siguieron las reglas determinadas por el bioterio para
permanecer en ese cuarto, los ratones fueron cambiados de microaislador al
entrar al cuarto, y antes de manipularlos se mantuvieron mecheros de alcohol
absoluto encendidos para garantizar una zona estéril, y siempre se uso bata, cofia,
guantes, cubrebocas, pantalén quirdrgico y botas quirurgicas.

Para el trasplante, la vena caudal se dilato con agua a 40 °C y la inoculacién de
CMN fue por esta via, inoculando un maximo de 200 pl/raton.

Los ratones se mantuvieron con agua acida pH 3 por minimo de un mes, y se

revisaron diariamente.
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13. PARTICIPACION EN CONGRESOS
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