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RESUMEN

La sangre de cordon umbilical es una alternativa para el aislamiento y cultivo de
células madre hematopoyéticas CD34+, Utiles en terapias de reemplazo medular en
el tratamiento de patologias neoplasicas y no neoplasicas. En este trabajo se evalla
la expresion de proteinas relacionadas con la diferenciacion de células madre
hematopoyéticas CD34+ en cultivo. Las muestras de sangre de corddn fueron
recolectadas en bolsas con CPDA (Baxter®) y transportadas al Laboratorio de
Hematologia de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana. El
aislamiento de la células madre hematopoyéticas CD34+ se realiz6 mediante el uso
del sistema Miltenyi biotec Microbeads® a partir de células mononucleares
obtenidas por gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque Amershan Biosciences®.
Las células CD34+ se cultivaban en medio Stem Pro® suplementado con IL3, SCF y
GM-CSF entre 5y 11 dias a 37 °Cy 5 % CO,. Se determiné la viabilidad celular,
cambios morfoldgicos por microscopia invertida y la expresion de las proteinas
CD34, CD33 y CD38, asi como Bcl-2 y CD95 por medio de citometria de flujo. Se
establecieron 6 (n=6) cultivos enriquecidos con células hematopoyéticas CD34+,
con un promedio de viabilidad del 84,25 % y tiempo de cultivo entre 5y 11 dias.

En la evaluacion morfolégica se observé la aparicion de prolongaciones
citoplasmaticas o seuddpodos tipo magnupodia hasta el dia 7 de cultivo. Se observo
la co-expresion de los anfigenos CD34 y CD33, con un aumento a partir del dia 7 de
la proteina CD95. Las células madre hematopoyéticas CD34+ obtenidas de sangre
de cordén umbilical presentan prolongaciones citoplasmaticas posiblemente



relacionadas con interacciones célula a célula. En nuestro sistema de cultivo, las
células madre hematopoyéticas obtenidas inician procesos de diferenciacion
mieloide que se relacionan indirectamente con la expresion de Bcl-2 y CD95.

Palabras clave: células madre hematopoyéticas, citometria de flujo, cordén
umbilical, cultivo celular, medula 6sea.

ABSTRACT

Blood from the umbilical cord is an alternative for the isolation and culture of
CD34+ hematopoietic stem cells useful for bone marrow replacement therapy in the
treatment of neoplastic and nonneoplastic pathologies. The expression of proteins
related to the differentiation of CD34+ hematopoietic stem cells under culture was
evaluated in this paper. The blood samples from the umbilical cord were collected in
bags with CPDA (Baxter®) and transported to the Hematology Laboratory of the
Faculty of Sciences of the Pontificia Universidad Javeriana. The isolation of the
CD34+ hematopoietic stem cells was carried out by using the Miltenyi biotec
Microbeads® system starting from mononuclear cells obtained by density gradient
with Ficoll-Hypaque Amershan Biosciences®. The CD34+ cells were cultured in
Stem Pro® medium supplemented with IL3, SCF and GM-CSF between 5 and 11
days at 37° C and CO2 5 %. Cellular viability was defined. The morphological
changes were determined by inverted microscopy, whereas the expression of the
CD34, CD33 and CD38 proteins, and of Bcl-2 and CD95 was identified by flow
citometry. 6 cultures (n=6) enriched with CD34+ hematopoietic cells were
established, with a viability average of 84.25 % and a culture time from 5 to 11
days. In the morphological evaluation, it was observed the appearance of
cytoplasmatic prolongations or magnupodia-like pseudopodes until the seventh day
of culture. The coexpression of the CD34 y CD33 antigens with an increase of CD95
protein from the seventh day on was observed. The CD34+ hematopoietic stem
cells taken from the blood of the umbilical cord presented cytoplasmatic
correlations that were possibly associated with cell to cell interactions. In our
culture system, the obtained hematopoietic stem cells initiated processes of
myeloid differentiation that were indirectly related to the expression of Bcl-2 and
CDO95.

Key words: hematopoietic stem cells, flow citometry, umbilical cord, cellular
culture, bone marrow.

INTRODUCCION

Durante 40 afios las células madre hematopoyéticas (CMH) han sido utilizadas
como alternativa terapéutica en enfermedades hematolégicas desde que fueron
descritas por Ernest Mc Cullouch y James Till en 1963. '? Estas células pueden ser
obtenidas a partir de sangre de cordon umbilical (SCU), médula 6sea (MO) o sangre
periférica movilizada (SPM). La MO siempre ha sido considerada como la principal
fuente de estas células, sin embargo, su uso en trasplantes es limitado debido a la
estrecha compatibilidad que debe existir entre paciente receptor y donante para
evitar el desarrollo de la enfermedad injerto-vs-hospedero (EICH). Contrario a la
medula 6sea, las CMH de SCU pueden ser empleadas en trasplantes alogénicos con



mayor disparidad entre las moléculas HLA del donante y el receptor sin aumentar el
riesgo de desarrollar EICH. * Los progenitores hematopoyéticos de sangre de
corddon también pueden ser utilizados en pacientes con alotipos de HLA poco
frecuentes, en minorias étnicas 6 en trasplantes de alta prioridad que no cuentan
con donantes relacionados disponibles; * ademas, la recoleccién de SCU es facil y
puede ser obtenida de donantes autélogos, relacionados 6 no relacionados. >°

Aungue estudios en animales muestran que las CMH de SCU son mas eficientes en
regeneracién medular que sus homélogas de MO, ’ a partir de sangre de cordén se
puede aislar aproximadamente 1x10° células CD34+; un niumero muy reducido
para restablecer 6 remplazar la actividad hematopoyética medular de un individuo
adulto, si se tiene en cuenta que es necesario trasplantar en promedio 2.5x10°
células CD34+/Kg PC (peso corporal); & por este motivo se han desarrollado
durante los dltimos 20 afios diferentes sistemas de expansion celular con el fin de
incrementar el numero de progenitores hematopoyéticos obtenidos de SCU, °
utilizando diferentes combinaciones de citocinas que inhiben la apoptosis, inducen
mitosis y evitan la diferenciaciéon celular. Ademas se han estudiado otros aspectos
relacionados con las condiciones de cultivo como densidad celular, enriquecimiento
con poblaciones particulares de progenitores y la periodicidad en el intercambio del
medio de cultivo. ***

Aunque los sistemas de cultivo desarrollados muestran un incremento en el nUmero
de las CMH in vitro, el uso de sistemas enriquecidos con citocinas inducen en las
células madre hematopoyéticas la produccion de proteinas reguladoras y/6
inhibidoras como las supresoras de sefializacion de citocinas (SOCS, del inglés
suppressors of cytokines signalling), *? que son conocidas por suprimir la sefial
dependiente de citocinas como SCF (stem cell factor), FIt-3 (Fms-related tyrosine
kinase 3 ligand), IL-3 (interleucina-3) y TPO tTrombopoyetina). ** Una vez estas
proteinas actdan, las células madre hematopoyéticas pueden iniciar in vitro
programas de sefializacion relacionados con diferenciacion celular, por ejemplo,
induciendo la activacién de genes relacionados con la diferenciaciéon mieloide como
PU.1 o linfoide como Pax5; * ademas pueden iniciar la activacion de proteinas
relacionadas con apoptosis que también estan relacionadas con procesos de
diferenciacion celular; ' por esta razén es importante evaluar la expresion de
proteinas relacionadas con la diferenciacion de células madre hematopoyéticas
cuando se utilizan medios suplementados con citocinas, especialmente si se desea
estudiar la biologia de progenitores celulares muy primitivos. En este trabajo
evaluamos en cultivos enriquecidos con células madre hematopoyéticas CD34+
posibles cambios morfoldgicos, expresidn de proteinas relacionadas con linaje
mieloide (CD33) y linfoide (CD38) y los niveles de las proteinas Bcl-2 y CD95 con la
finalidad de establecer el efecto de las citocinas utilizadas en nuestro protocolo
sobre la diferenciacion de células CD34+ obtenidas de SCU; para optimizar un
sistema de expansidon que nos permita mantener durante prolongados periodos de
tiempo células madre hematopoyéticas indiferenciadas y asi establecer en un futuro
cercano protocolos que nos faciliten estudiar en profundidad los mecanismos que
controlan la autorrenovacion celular y diferenciacion de este grupo de células
madre.

METODOS

Las muestras de sangre de cordén umbilical se obtuvieron a partir de mujeres entre
18 y 37 afios de edad en estado de gravidez normal a término (38-40 semanas de
gestacion) que asistian al servicio de Ginecoobstetricia del Hospital Universitario
San Ignacio y Hospital Occidente de Kennedy (Bogota, Colombia) y que cumplian
con los criterios de inclusion de edad (mayores de 18 afios), participacion
voluntaria con aceptacion y firma del consentimiento informado para la donacion



voluntaria de sangre de cordén y marcadores negativos para agentes infecciosos
(seguin datos historia clinica). Las muestras de sangre de corddn se recolectaron en
bolsas con CPDA (Baxter®) y transportaron al Laboratorio de Hematologia de la
Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana. El aislamiento de la
células madre hematopoyéticas CD34+ se realiz6 mediante el uso del sistema
Miltenyi biotec Microbeads® utilizando 100 iL de Anti CD34 Microbeads® por cada
10 x 107 de células mononucleares obtenidas por gradiente de densidad con Ficoll-
Hypaque Amershan Biosciences®. Se determiné la pureza de la poblacién celular
obtenida mediante citometria de flujo con 10 iL de Anti CD34PE (BD® 348057). Las
células CD34+ se sembraron en placas de 24 pozos (promedio 3-5 x 10° células /
mL) en medio de cultivo Stem Pro® suplementado con IL3 (20 ng), SCF (40 ng) y
GM-CSF (20 ng) entre 5y 11 dias a 37 °Cy 5 % CO,. Cada 24 horas se calculo el
porcentaje de viabilidad celular con azul tripano. La evaluacién de los cambios
morfoldgicos de las células se realizé directamente en placa de cultivo mediante el
registro fotogréafico con camara digital OLYMPUS D-540 CAMEDIA en microscopio
invertido OLYMPUS CK2. Las proteinas relacionadas con diferenciaciéon celular
fueron determinadas en el citdmetro de flujo Facs Calibur BD® mediante el
software Cell Quest Pro®; para esto, cada 48 horas se obtenia una alicuota de 10
000 células del cultivo a partir de la cual se evaluaba la expresiéon de las proteinas
CD34 (Anti-CD34 PE, BD® 348057), CD33 (Anti-CD33 APC, BD® 340474) y CD38
(Anti-CD38 FITC, BD® 340927). Para la mediciéon de las proteinas Bcl-2 (anti-Bcl-2
PE, BD® 340575) y CD95 (anti-CD95 APC, BD® 340841) se utilizé una alicuota de
20 000 células, previa fijacion con PBS1x - paraformaldehido 0,1% y
permeabilizacion con BD FACS Permeabilizing Solution®. Para evaluar la expresion
de las proteinas detectadas por citometria de flujo, se calculé el Indice Medio de
Fluorescencia (IMF) que corresponde a la division de la media geométrica de
fluorescencia de la muestra problema sobre la media geometria de fluorescencia del
control negativo y/o control de isotipo. *°

En el desarrollo de este estudio se consider6 la normatividad ética enunciada en la
resolucion 008430 capitulo IV de 1993 expedida por el Ministerio de Salud sobre "la
investigacion en mujeres en edad fértil, embarazadas, durante el trabajo de parto,
puerperio, lactancia y recién nacidos; de la utilizaciéon de embriones, 6bitos y fetos
y de la fertilizacion artificial". La participacion de los pacientes en este estudio fue
voluntaria y sin animo de lucro. Los participantes recibian un consentimiento donde
se explicaba de forma clara y precisa el objetivo de la toma de muestra de sangre
de cordén umbilical. Este consentimiento informado fue aprobado por el Comité de
Investigacién y Etica de la Facultad de Ciencias de la Pontificia Universidad
Javeriana.

Mediante la prueba de Shapiro-Wilk se determino la normalidad de los datos en
cada uno de los dias de cultivo (11 dias), mostrando que la expresién de las
proteinas CD34, CD33 y Bcl-2 presentaron una distribucion normal (p>0.05),
contrario a las proteinas CD38 y CD95 (p<0.05). Por esto para las proteinas con
distribucion normal se aplico una prueba de ANOVA y para CD38 y CD95 se utilizo
la prueba de Kruskal Wallis en el programa Statistix 6,0.

RESULTADOS

A partir de 10 muestras de sangre de cordén umbilical, se logré el establecimiento
de 6 cultivos enriquecidos con células CD34+ (porcentaje de enriquecimiento
>60%) (tabla).

El promedio del porcentaje de viabilidad celular de los cultivos durante el periodo
de tiempo evaluado fue en promedio 84.25% (fig. 1). A partir del dia tres ® de
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cultivo, se observo la aparicion de prolongaciones citoplasmaticas en los cultivos
enriquecidos con células CD34+, que fueron advertidas hasta el dia 7 (fig. 2).

La expresiéon de las proteinas relacionadas con la diferenciacion de las células
CD34+, se determind mediante el calculo del indice medio de fluorescencia (IMF)
segun Maurillo y colaboradores. La expresion del antigeno CD34 fue constante
hasta los 7 dias de cultivo (IMF=2,06+/-0,48), luego disminuyo6 su expresion entre
los dias 9y 11 (IMF=1,32+/-0,22 y IMF=0,66+/-0,06, respectivamente),
observandose diferencias estadisticamente significativas para este antigeno
(p=0,0235) (fig. 3).

La expresion de CD33 fue mayor al dia 7 de cultivo (IMF=7,29+/-1,75)
presentando diferencias significativas entre los dias evaluados (p=0,0339) (fig. 4),
mientras que para el antigeno CD38 no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en su expresion durante 11 dias de cultivo (p= 0,1848) (fig. 5). La
mayor expresion de la proteina Bcl-2 fue al dia 5 de cultivo (IMF=14,42+/-2,07),
con una disminucién a partir del dia 7 (IMF=10,86+/-1,48) aunque no se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los dias de cultivo
(p=0.2350) (fig. 6); para el antigeno CD95, el incremento mas importante fue al
dia 7 (MIF=4,62+/-0,69) con diferencias significativas entre los dias evaluados
(p=0.0059) (fig. 7). Las poblaciones de células CD33+ y CD38+ a partir de CD34+
se distribuyeron en su mayoria como precursores mieloides (CD34+/CD33+)
durante el tiempo de analisis.

DISCUSION

El microambiente donde se desarrollan las células madre hematopoyéticas genera
sefiales que estan involucradas en el mantenimiento del balance entre la
autorenovacion y la diferenciacion de estas células. *’ La mayoria de los sistemas
de expansion in vitro para células madre hematopoyéticas buscan aumentar su
namero, sin considerar que los medios suplementados con citocinas también
pueden inducir la diferenciacion de las células con la consecuente pérdida de la
pluripotencialidad o generar cambios morfoldgicos que pueden alterar el
comportamiento o fenotipo in vitro. Se ha demostrado que las células madre
hematopoyéticas, en medios suplementados con citocinas, pueden presentar dos
tipos diferentes de prolongaciones citoplasmaticas: 1) Tenupodia seudopods (Ts) o
prolongaciones delgadas, que pueden presentar bifurcaciones y conectar células
vecinas a una distancia aproximada de 300um; y 2) Magnupodia seudopods (Ms) o
prolongaciones gruesas, que son un poco mas flexibles y tienen la capacidad de
contraerse y retractarse en segundos. *® Aunque aun no es claro el papel biolégico
de dichas prolongaciones, estudios muestran que pueden estar estrechamente
relacionadas con la movilizacion fisiolégica de estas células entre diferentes nichos
in vivo, *® o como mecanismo de supervivencia in vitro que procura el contacto
célula a célula. En nuestro estudio, encontramos que bajo el sistema de cultivo
establecido, se pueden observar prolongaciones citoplasmaticas a partir del dia 3
que posiblemente corresponden a seudopodos tipo Ms, sin embargo, es importante
tener en cuenta que un porcentaje de las células CD34+ derivadas de sangre de
corddén umbilical son precursores endoteliales y estas proyecciones citoplasmaticas
también podrian ser atribuidas a esta poblacion celular. 2> ?* Esperamos que
mediante el establecimiento de sistemas de co-cultivo entre células madre
hematopoyéticas y células madre mesenquimales evaluadas por microscopia
confocal, podamos dilucidar el posible papel biolégico de los seudépodos
observados.

Una vez establecida la combinacion de citocinas para la expansion de células madre
hematopoyéticas, es importante evaluar si el sistema provee las sefiales para el
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mantenimiento de la autorrenovacion 6 si por el contrario el medio de cultivo
induce en las células madre procesos de diferenciacion celular. Nosotros evaluamos
la expresion de antigenos de aparicion temprana tipo mieloide (CD33) y linfoide
(CD38) y las proteinas Bcl-2 y CD95 sobre células CD34+ con la finalidad de
evaluar posibles cambios fenotipicos inducidos por el sistema de cultivo
implementado (IL3: 20ng, SCF: 40ng y GM-CSF: 20ng). Durante los dias de cultivo,
la poblaciéon de células CD34+ aumenté la expresion del antigeno CD33 en ausencia
de CD38, mostrando una prevalencia de precursores de tipo mieloide especialmente
en el dia 7. Estos resultados se relacionan con otros trabajos que muestran que en
el dltimo trimestre de gestacion se presenta un aumento en el namero células
CD33+ en SCU; ?? de forma similar, D'Arena y colaboradores muestran que el
fenotipo de las células madre en sangre de cordén es muy heterogéneo, aunque la
mayoria son de linaje mieloide CD33+/CD13+. 2 Es importante tener en cuenta
que en nuestro sistema de cultivo utilizamos GM-CSF; esta citosina puede inducir la
proliferacion de células CD34+ durante los primeros dias de cultivo pero
posiblemente, de manera simultanea, también favorece el compromiso de la
poblacién CD34+ hacia linaje mieloide disminuyendo su pluripotencialidad. Otras
proteinas importantes en la evaluacion indirecta de la diferenciacion de las células
madre hematopoyéticas in vitro son Bcl-2 y CD95. Desde 1998, Peters y
colaboradopres muestran que la expresion de Bcl-2 estd inversamente relacionada
con procesos de diferenciacién en precursores hematopoyéticos; ?* de manera
similar, Alenzi y colaboradores *®> demostraron que la via de sefalizacion Fas/FasL
(CD95/CD95L) inhibe la proliferacion y promueve la diferenciacion celular. Se
observ6 que la mayor expresion del antigeno CD33 (dia 7 de cultivo) coincide con
la disminucién de la expresion de Bcl-2 y el incremento de CD95 en las células
CD34+, lo que podria mostrar que en el que sistema de cultivo que establecimos,
las proteinas Bcl-2 y CD95 generalmente asociadas con apoptosis, también pueden
ser consideradas como marcadores indirectos de diferenciacion celular. Es
importante tener en cuenta que los cultivos establecidos en este estudio son
enriquecidos con células CD34+, por lo tanto contdbamos con una poblacién de
células CD34 negativas que podrian influir en los procesos de diferenciacion celular
y/0 proliferaciéon de las células CD34+ mediante la secrecion de proteinas
reguladoras negativas como TGF-al y MIP-1a. ?>?° Con este sistema de cultivo, es
posible mantener células CD34+ sin diferenciarse durante 5 dias de cultivo, a partir
del dia 7 nuestra combinacion de citocinas favorece la diferenciacion de las células
madre hematopoyéticas hacia progenitores mieloides y no permite realizar estudios
relacionados con autorrenovacion y/o mantenimiento de la pluripotencialidad de
éstas células madre.

El estudio de la biologia de las células madre hematopoyéticas es mas eficiente si
se trabaja con una poblacién purificada de ST-HSC (Short-term Hematopoietic
Stem Cells) o LT-HSC (Long-term Hematopoietic Stem Cells), lo que puede ser
posible con la implementacién de sistemas de separaciéon celular mas especificos
como el utilizado a través de citometria de flujo con sistema Sorting, que permite
aislar células tipo side population en un nimero apreciable y asi realizar ensayos de
diferenciacion celular con poblaciones celulares puras y primitivas. 2’

Mediante este trabajo, determinamos proteinas relacionadas con diferenciacién
celular en poblaciones enriquecidas con células CD34+ expuestas a un medio de
cultivo con citocinas que pueden favorecer la activaciéon de moléculas tipo SOCS e
inducir diferenciacién celular ' sin embargo, pudimos establecer que nuestro
protocolo nos permite mantener durante 5 dias de cultivo células hematopoyéticas
sin diferenciacion mieloide ni linfoide segun su inmunofenotipo. Para establecer con
certeza la pluripotencialidad de éstas células madre hematopoyéticas mantenidas in
vitro, es importante determinar la activacidon de otros marcadores como factores de
transcripcion GATA-1, GATA-2, c-myb, PU.1 y Aiolos para establecer la
diferenciacion temprana de células primitivas (LT-HSC olLong-term hematopoietic



stem cell y ST-HSC o short-term hematopoietic stem cell) o la expresiéon de
receptores de citocinas como IL-7 y eritropoyetina para determinar la diferenciacion
linfoide o mieloide en sus etapas iniciales. Esperamos establecer en un futuro
cercano cultivos purificados de células madre hematopoyéticas con un amplio perfil
fenotipico que nos permita realizar estudios con poblaciones muy primitivas, con
alta capacidad de regeneracion tisular, para profundizar en las sefiales que
controlan su diferenciacion.
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Tabla. Porcentaje de enriquecimiento con células CD 34+

Cultivo Porcentaje poblacion de células CD34+ (%) Duracion del cultivo (dias)
190705 81.78 1
060905 8883 §
200905 70.08 9
290905 67.70 i
151005 63.76 9
201005 £1.12 7
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Fig. 1. Promedio del porcentaje de viabilidad celular durante los dias

de cultivo evaluados
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Fig. 2. Imagen que muestra la aparicion de prolongaciones cito
en los cultivos enriquecidos con celulas Cd34+. Las flechas
prolongaciones citoplasmaticas.
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Indice medio de fluorescencia
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Fig. 3. Expresion de las proteinas relacionada con la diferenciacion
de las celulas Cd34+ mediante el indice medio de fluorescencia.
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Indice medio de fluorescencia
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Fig. 4. Expresion del antigeno CD33 determinada mediante el indice medio
de fluorescencia.
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Indice medio de fluorescencia
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Fig. 5. Expresion del antigeno CD38 determinada mediante el indice medio
de fluorescencia.
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indice medio de fluorescencia
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de la proteina Bcl-2 determinada mediante el indice

medio de fluorescencia.

Fig. 6. Expresion
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Fig. 7. Expresion del antigeno Cd95 determinada mediante el indice medio
de fluorescencia.
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