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Resumen 

Las células stem hematopoyéticas (CSH) fundamentan el trasplante 

hematológico. La expansión con citoquinas de CSH altera su capacidad para 

injertarse en la MO. El co-cultivo de CSH con células stem mesenquimales (CSM) 

optimiza la actividad como injerto de las CSH. Aunque los procesos de adhesión y 

migración celular son fundamentales para el injerto adecuado de las CSH, el co-

cultivo de CSH con CSM no ha sido estudiado desde esa perspectiva. En este 

trabajo se plantea que las CSM puedan modificar las capacidades adhesivas, 

migratorias y de motilidad de CSH expandidas con citoquinas. Se estableció un 

modelo comparativo de CSH expandidas en presencia o ausencia de CSM con 

una normalización previa de la diferenciación hematopoyética. De esta forma los 

grupos comparados mantuvieron la expresión de CD34, CD133, Gata-2 y Notch-

1, así como su clonogenicidad. Al evaluar los efectos del co-cultivo sobre la 

migración de CSH se encontró que este favorece la migración mediada por 

VCAM-1, un sustrato central en la anidación medular de las CSH más primitivas. 

También el co-cultivo de expansión de CSH con CSM modula la quimiotaxis 

inducida por agentes combinados en las CSH expandidas con citoquinas. Se 

demostró que las CSH expandidas con citoquinas tienen una motilidad 

aumentada y no responden a la inducción migratoria mediada por VCAM-1. Por el 

contrario, las CSH co-cultivadas se inducen quimiotácticamente y en respuesta a 

VCAM-1. Las CSM inhiben la inactivación de LFA-1 de las CSH expandidas a 

través de factores solubles y contacto directo. Esta inactivación afecta la 

migración de CSH mediada por VLA-4 sugiriendo una regulación cruzada entre 

estas integrinas. Se encontró que las CSM regulan negativamente la fosforilación 

de Akt de las células co-cultivadas. Se propone que la expresión de PTEN 

suprimida por el factor trascripcional Bmi-1 pueda estar involucrada. Estas 

modificaciones se discuten a la luz de la anidación de CSH a la MO y su impacto 

en trasplantes.  

Palabras clave:  hematopoyética, mesenquimal, co-cultivo, VCAM-1, migración. 
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Abstract 

Hematopoietic stem cells (HSC) lose their capacity for engraftment during ex-vivo 

cytokine expansion. It has been shown that mesenchymal stem cells (MSC) 

improve HSC transplantability; however, the molecular mechanisms responsible 

for this effect have not yet been completely elucidated. Even though cell migration  

and adhesion are fundamental processes for HSC engraftment, co-culture of HSC 

with MSC has not been studied from this perspective. In this work we have 

established a comparative model of cytokine-expanded HSC in the presence or 

absence of CSM in which both groups expressed the same levels of CD34, 

CD133, Gata-2 and Notch-1. Both groups also had the same clonogenic abilities 

showing a comparable undifferentiated phenotype. In this work we reported that 

expanding HSC in co-culture with MSC enhanced a vascular cell adhesion 

molecule (VCAM-1)-dependent pro-migratory phenotype. MSC did not regulate 

HSC expression of CD49d (VCAM-1 counter-receptor molecule) but did decrease 

the cytokine-induced HSC VCAM-1-mediated pro-adhesive phenotype. It was 

demonstrated that cytokine-expanded HSC had an increased motility that was 

modulated by MSC co-culturing. Akt phosphorylation was downmodulated in HSC 

by MSC co-culturing, finding that could be correlated with the less motile 

phenotype and Bmi-1 downmodulation in co-cultured HSC. Co-culture with MSC 

reduced the expression of the inactive conformation of lymphocyte function-

associated antigen (LFA-1) at the HSC uropod, and induced higher expression of 

an LFA-1 activation epitope. Interestingly, VCAM-1-dependent HSC migration was 

modulated by targeting this LFA-1 high affinity form, suggesting integrin cross-

regulation. VCAM-1-mediated HSC transmigration appeared to favor the more 

primitive HSC immunophenotype. Our results suggested that co-culture with MSC 

improves VCAM-1-dependent migration of primitive HSC, which is affected in ex-

vivo cytokine-expanded HSC. 

Keywords: Hematopoietic, mesenchymal, co-culture, VCAM-1, migration. 
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INTRODUCCIÓN 

El sistema hematopoyético está compuesto por una variedad de tipos celulares 

que se generan a partir de progenitores hematopoyéticos inmaduros por procesos 

de expansión y diferenciación celular. De la adecuada generación de estos 

progenitores y células maduras dependen funciones vitales como el transporte de 

oxígeno, la hemostasia y la inmunidad. Las células stem hematopoyéticas (CSH) 

ocupan el primer lugar en la jerarquía de los progenitores hematopoyéticos: una 

sola de estas células puede generar todos los progenitores necesarios para 

restablecer el sistema hematopoyético completo; produciendo eritrocitos, 

granulocitos, monocitos, linfocitos entre otros tipos celulares. En otras palabras 

una sola CSH puede reconstituir la médula ósea de un organismo completo. Las 

CSH son el paradigma de la terapia regenerativa pues se utilizan desde hace más 

de cinco décadas para reemplazar el sistema hematopoyético completo de 

pacientes con enfermedades de origen hematológico y no-hematológico. 

La médula ósea (MO), tejido donde las CSH inicialmente fueron descubiertas, ha 

sido ampliamente usada en este tipo de trasplantes. Pero con la identificación de 

CSH en sangre de cordón umbilical (SCU), el trasplante de SCU se ha 

posicionado como alternativa terapéutica. Por su baja inmunogenicidad y 

accesibilidad, el trasplante de SCU es especialmente útil en casos en donde no 

se consigue un donante de MO compatible. Estos casos pueden llegar a 

alrededor de un 30% del total de trasplantes, en países desarrollados como 

Estados Unidos. Infortunadamente, la SCU en comparación con la MO tiene 

menos células y porcentaje de CSH lo que la pone en una desventaja relativa 

como sustrato de trasplante, pues la dosis celular por peso del individuo tiene una 

relación directa con el éxito del trasplante. Esto limitó inicialmente el uso de SCU 

en trasplantes a pacientes pediátricos.  

Con el descubrimiento de factores de crecimiento de CSH, en las últimas 

décadas, se ha explorado el cultivo ex vivo de progenitores hematopoyéticos 
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como una manera de expandir esta población celular para su uso en trasplantes. 

Aludiendo a su capacidad de inducir la proliferación de progenitores 

hematopoyéticos tempranos se denominaron “citoquinas de acción temprana” al 

conjunto de factores de crecimiento compuesto por la trombopoyetina (TPO, del 

inglés  Thrombopoyetin), el factor de células stem (SCF, del inglés Stem Cell 

Factor) y el ligando de la tirosina quinasa 3 de hígado fetal (Flt3L, por su sigla 

Fetal liver tyrosine kinase-3 ligand). Los trasplantes en humanos que se 

intentaron tras la expansión de los progenitores hematopoyéticos con estas 

citoquinas no mejoraron la injertabilidad de los tejidos hematopoyéticos usados. 

Como fundamento celular para explicar esta falla se han postulado teóricamente 

dos grandes hipótesis: la diferenciación y/o agotamiento de los progenitores 

hematopoyéticos durante la expansión y la pérdida de las capacidades 

intrínsecas de estas células para localizarse en su nicho natural.  

La expansión con citoquinas de CSH a mediano y largo plazo induce cierta 

diferenciación hematopoyética, lo cual se ajusta a la primera hipótesis. Por otra 

parte, estudios detallados en CSH expandidas con citoquinas de acción temprana 

revelan cambios en la expresión y funcionalidad de moléculas de adhesión 

fundamentales para la circulación, tránsito, retención y homeóstasis de las CSH. 

Específicamente, la interacción VCAM-1/VLA-4, así como el eje quimiotáctico 

SDF-1/CXCR4 centrales en la anidación y retención de las células stem y 

progenitores hematopoyéticos en MO, se ven afectadas durante la expansión. 

Estos cambios ocurren en fases del ciclo celular anteriores a la mitosis y la 

pérdida de marcadores de células stem, es decir antes de una diferenciación 

propiamente dicha. Asimismo, en detrimento de la hipótesis de la diferenciación, 

CSH y progenitores expandidos pueden repoblar la MO tras ser inyectados 

intramedularmente. Sin embargo los progenitores expandidos e inyectados en la 

MO no pueden migrar hacia otros sitios de hematopoyesis, soportando la 

hipótesis de que estas células pierden sus propiedades intrínsecas de migrar y 

localizarse en sitios que son su nicho natural. 

Al retirar las CSH y ponerlas fuera de su microambiente especializado, estas 



Propiedades  de adhesión, migración y motilidad de células stem hematopoyéticas expandidas 
con citoquinas de acción temprana  en co-cultivo con células stem mesenquimales 

3 
 

tienden a perder sus características particulares, lo que se ha contemplado como 

una posible causa del fallo en la expansión y trasplante de CSH. Se ha propuesto 

que el co-cultivo de CSH con células del microambiente medular puede mejorar 

las condiciones de expansión manteniendo una población de progenitores 

primitivos, retomando lo que en algún momento se postuló como hipótesis del 

“nicho hematopoyético” (Schofield, 1978). Las células stem mesenquimales 

(CSM) hacen parte del microambiente medular pero a su vez son progenitoras de 

células estromales que también interactúan con los progenitores 

hematopoyéticos. La interacción entre CSH y CSM que se da a través de 

proteínas de la matriz extracelular, moléculas de adhesión y factores solubles 

modula la función hematopoyética. Teniendo en cuenta esta propiedad las CSM 

se han usado como coadyuvantes en trasplantes o como células co-

estimulatorias para la expansión en cultivo mostrando una mayor rapidez de la 

repoblación medular. Las ventajas del trasplante de CSH expandidas co-

cultivadas con CSM tiene fundamentos celulares y moleculares que todavía 

permanecen sin revelar. Una hipótesis plausible que no había sido explorada 

hasta ahora es la modulación por parte de la CSM de las propiedades migratorias 

y adhesivas de las CSH expandidas con citoquinas de acción temprana.  

Para explorar esta hipótesis este estudio se dividió en diferentes fases, que 

permitieran garantizar una adecuada evaluación de los efectos de los diferentes 

tratamientos aplicados a las células CD34+. En primer lugar se aislaron células 

CD34+ de SCU permitiendo un enriquecimiento de CSH primarias. Se estableció 

un protocolo costo-efectivo de selección de muestras de SCU para obtener los 

números de células CD34+ necesarios para la realización de los experimentos. Se 

determinó un tiempo de cultivo de células CD34+ con citoquinas de acción 

temprana en que se obtienen células divididas con una mínima diferenciación con 

respecto al primer día de cultivo. Se evaluaron los efectos de la expansión con 

citoquinas en la adhesión y migración celular mediada por distintos sustratos 

comparando con células recién aisladas y con el co-cultivo con CSM. Se observó 

que las CSM pueden modular los efectos inducidos por las citoquinas en la 

adhesión, migración y motilidad de las células CD34+. Las demostraciones de la 
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preservación de la migración mediada por VCAM-1 y de la motilidad en células 

CD34+ co-cultivadas reveló que las CSM pueden modular la fisiología de las CSH 

en otro aspecto diferente al mantenimiento de un fenotipo hematopoyético 

primitivo. Los hallazgos descritos sobre los efectos del co-cultivo de CSM en la 

migración, motilidad, adhesión y vías de señalización involucradas, permiten 

delimitar enfoques hacia el descubrimiento de factores específicos que regulan 

estos procesos y en un futuro permitir una implementación más racional de los 

protocolos de trasplante con CSH aisladas de SCU. 



 

 
 

1. MARCO TEÓRICO 

1.1 Las células stem hematopoyéticas 

1.1.1 Ontogénesis de las células stem hematopoyétic as  

Las células stem hematopoyéticas (CSH) aparecen en los mamíferos durante la 

embriogénesis, extraembrionariamente en el saco vitelino e 

intraembrionariamente en la esplacnopleura para-aórtica y la región aorta-

gónada-mesonefros (Moore y Metcalf, 1970; Medvinsky y Dzierzak, 1996). Desde 

allí migran hacía el hígado, bazo, timo y finalmente hacia la MO, el sitio 

predominante de la hematopoyesis adulta. La ausencia de precursores 

hematopoyéticos en los órganos  hematopoyéticos intraembrionarios (como el 

hígado, el bazo y el timo) y su presencia extraembrionaria llevó a especular 

durante cierto tiempo que la única fuente de estos precursores era el saco vitelino 

y desde allí migraban hacia los sitios intraembrionarios (Moore y Metcalf, 1970). 

Posteriormente en el modelo aviar, usando quimeras de embriones de codorniz 

con saco vitelino de pollo se demostró la presencia de progenitores 

intraembrionarios independientes demostrando su origen independiente 

(Dieterlen-Lievre, 1975).  

La presencia de progenitores hematopoyéticos en el embrión humano se 

identificó directamente por primera vez a través del aislamiento de células CD34+ 

purificadas de saco vitelino y tejidos intraembrionarios (Huynt y cols, 1995). Las 

células embrionarias aisladas con esta metodología, formaban 

predominantemente progenitores no-eritroides, con alto potencial proliferativo en 

ensayos de clonogenicidad (ver, en capítulo 1.1.3). Corroborando estos 

hallazgos, se identificó una población CD34+ adherida al endotelio aórtico (Tavian 

y cols, 1996), demostrando que estas células CD34+ co-expresan marcadores de 

predominio hematopoyético: CD45, Gata-2, Gata-3, c-kit, Flk-1 (Labastie y cols, 

1998). El origen independiente entre la hematopoyesis intra y extra-embrionaria 
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se pudo determinar en ensayos en los que se evaluó la presencia de estos 

progenitores en la esplacno-pleura antes del establecimiento de la circulación en 

el embrión (Tavian y cols, 2001). Se ha demostrado que la capacidad de estos 

progenitores humanos de reconstituir in vivo el compartimento hematopoyético 

difiere dependiendo de su procedencia: los precursores intraembrionarios 

producen una progenie multilinaje en ratones inmunodeficientes por más de 6 

meses, mientras que las células hematopoyéticas aisladas de saco vitelino solo 

reconstituyen la población mieloide a corto plazo (Cumano y cols, 2001; Tavian y 

cols, 2001). Actualmente a pesar de los avances en estas investigaciones, 

todavía está en debate la jerarquía entre los progenitores hematopoyéticos 

(embrionarios y extraembrionarios) y el origen más primitivo de estos subtipos 

celulares (Tavian y cols, 2010). 

1.1.2 Características generales de las células stem y de las CSH 

Como cualquier tipo de célula stem, las CSH se definen por tres características 

(Tabla 1). La primera es su capacidad de auto-renovación, definida como un tipo 

de división celular en la que una o ambas células hijas son células stem 

reteniendo el mismo potencial de desarrollo que la célula madre. Es un concepto 

limitado, que contrasta con el de proliferación que se refiere a todos los tipos de 

mitosis, ya sea que den lugar a células stem, progenitores restringidos o células 

maduras diferenciadas (Reya y cols, 2001). En segundo lugar las células stem 

deben poder diferenciarse en múltiples tipos de células maduras, para reemplazar 

las células que cumplen su vida útil en los tejidos adultos. En el sistema 

hematopoyético, las CSH ocupan el primer lugar en la jerarquía de todos los 

progenitores hematopoyéticos y originan al menos ocho tipos distintos de células 

efectoras maduras (eritrocitos, plaquetas, granulocitos, macrófagos, células 

dendríticas, células T, células B y células natural killer (NK)) (Fig. 1). 

Tabla 1. Características generales de las células stem. 
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La tercera característica es la regulación estricta del número total de células stem 

por mecanismos tanto intrínsecos como extrínsecos, resultando en la estabilidad 

de la población de células stem (Park y cols, 2004). Esta característica de las 

células stem se aplica especialmente para las células stem adultas, ya que son 

las CSH aisladas de la MO adulta las que tienen una tasa proliferativa mínima. El 

balance entre autorenovación y proliferación de las CSH en la MO está modulado 

a través de la relación con otros tipos celulares que le dan un microambiente 

específico, al que se ha denominado nicho hematopoyético (Schofield, 1978; 

Wilson y Trumpp, 2006).   

 
Figura 1. Esquema de la jerarquía hematopoyética.  
Las CSH ocupan el primer lugar de la jerarquía de los progenitores hematopoyéticos en general. 
Las CSH pueden autorenovarse y/o diferenciarse en progenitores hematopoyéticos multipotentes 
(PHM). Los PHM dan origen a los progenitores oligopotentes, que incluyen los progenitores 
linfoide común (PLC), Mieloide Común (PMC) y también los descendientes de los PMC: los 
progenitores granulocito-macrófago (PGM) y megacariocito-eritrocito (PME). Siguen en la 
jerarquía los progenitores restringidos por linaje, que son progenitores eritroides (PE), 
megacariocíticos (PMk), de macrófagos (PM), granulocíticos (PG), de células dendríticas (Pro-
DC), de linfocitos T (Pro-T), de linfocitos B (Pro-B) y de células NK (Pro-NK) que originan las 
respectivas células maduras. Modificado de Bryder y cols, 2006. 
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1.1.3 Características proliferativas de los progeni tores hematopoyéticos.  

La producción limitada de CSH en la MO contrasta con la constante generación y 

recambio de células sanguíneas maduras. En un ser humano adulto la tasa de 

producción de células sanguíneas es de alrededor 1,5 x 106 células por segundo. 

Esta altísima tasa de producción necesita de una regulación precisa en diversos 

niveles. El potencial proliferativo hematopoyético aumenta progresivamente en los 

progenitores multipotentes, pluripotentes y oligopotentes, siendo estos últimos los 

más activos. En la jerarquía hematopoyética (Bryder y cols, 2006) representada 

en la figura 1 los descendientes inmediatos de las CSH son los progenitores 

hematopoyéticos multipotentes (PHM). Los PHM retienen el potencial de 

diferenciación hacia todos los linajes sanguíneos pero pierden su potencial de 

autorenovación, con un aumento relativo de su capacidad de proliferativa (Fig.1). 

Las CSH de la MO adulta son quiescentes en su mayoría, alrededor del 95% de 

estas células están en fase G0 del ciclo celular (Fleming y cols, 1993; Ramshaw y 

cols, 1995). La quiescencia se postula como un mecanismo de protección contra 

la depleción de esta población y contra los efectos deletéreos derivados de un 

error replicativo en la célula progenitora de mayor jerarquía (Passegué y cols, 

2006). A pesar de esto también es necesario que las CSH mantengan una tasa 

proliferativa para compensar las pérdidas secundarias a la diferenciación 

(Glauche y cols, 2009). En las CSH de MO la tasa de división es cada 36 y 145 

días (según las diferencias entre las CSH llamadas “activas” y “durmientes”, 

respectivamente) (Pietras y cols, 2011). Por el contrario, en las CSH aisladas de 

hígado fetal, MO fetal y SCU no se aplica el concepto de que el potencial stem 

hematopoyético recae solamente en las células quiescentes (Wilpshaar y cols, 

2000; Wilpshaar y cols, 2002). Las células CD34+ aisladas de hígado fetal y MO 

fetal que están en fase G1, S/G2 y M del ciclo celular tienen la misma capacidad 

repobladora a largo término que las que se encuentran en fase G0 (Wilpshaar y 

cols, 2002). De hecho, las CSH embrionarias y fetales entran en ciclo celular una 

vez cada 24 h (Pietras y cols, 2011). Además, la evaluación comparativa entre 

células en fase G0 y G1 de células CD34+ aisladas de SCU, demuestra que estas 

reconstituyen la MO de ratones inmunodeficientes luego de trasplantes sucesivos 
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(Wilpshaar y cols, 2000). Esta evidencia indica que la quiescencia no es una 

característica sine qua non de las CSH.   

Se ha mencionado que el verdadero carácter stem de una CSH se evalúa con su 

capacidad de restablecer la hematopoyesis luego de trasplantes sucesivos en 

ratones inmunodeficientes. Este es el ensayo más aceptado para la definición 

experimental entre CSH y progenitores hematopoyéticos multipotentes (PHM) 

(Fig.1) (Majeti y cols, 2007; Bryder 2006). Los PHM restablecen rápidamente la 

hematopoyesis (>proliferación que CSH) repoblando la MO murina, sosteniendo  

esta actividad solo 12 semanas (Hogan y cols, 2002). Por su parte, las CSH 

“verdaderas” aunque repueblan la MO más lentamente pueden mantenerse por 

largo tiempo (>20 semanas) (Hogan y cols, 2002) y permiten la repoblación de la 

MO de ratones inmunodeficientes trasplantados sucesivamente (Chen y cols, 

1994; Allsopp y Weissman, 2002). Como se puede inferir, la distinción entre CSH 

y PHM implica largos experimentos que se complican por la morbimortalidad 

secundaria a infecciones de estos sujetos. A continuación se analizará en detalle 

este modelo de evaluación en conjunto con otras formas de caracterización de la 

función hematopoyética. 

1.1.4 Caracterización funcional de las CSH 

Históricamente, la caracterización de las CSH inició cuando Till y McCulloch 

definieron la capacidad clonogénica de las CSH, denominando “colonias” a los 

nódulos que se formaban en el bazo después de inyectar suspensiones celulares 

variables de MO a ratones irradiados (Till y McCulloch, 1961; Becker y cols, 

1963). Ellos concluyeron que mediante esa metodología podían determinar el 

número de células con capacidad proliferativa contenidas en determinada MO. A 

estas células las llamaron Unidades Formadoras de Colonias (UFC o CFU, sigla 

en inglés Colony Forming Units). Este ensayo de formación de colonias en el 

bazo (CFU-S, spleen) solo puede determinar la formación de colonias mieloides y 

eritroides, por lo que se necesitaron desarrollos técnicos subsecuentes para la 

determinación in-vivo del número de unidades formadoras de colonias de células 
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T y B (Ezine y cols, 1984; Müller-Hermelink y cols, 1984; Whitlock y cols, 1987). 

Además este ensayo permite valorar la presencia tanto de CSH como de PHM 

pues ambos tipos de células tienen la misma multipotencialidad. 

� Ensayos de clonogenicidad primaria 

El desarrollo de ensayos en agares suplementados permitió la valoración in vitro 

de la capacidad clonogénica de una suspensión celular de manera similar a los 

ensayos CFU-S.  MacNiece y cols,  denominaron a las células capaces de formar 

colonias con más de 50.000 células en este tipo de agares, “células con alto 

potencial proliferativo” (HPP-CFC, del inglés High Proliferation Potential- Colony 

Forming Cells). Estos ensayos permiten la detección de colonias 

granulomonocíticas y/o eritroides de acuerdo con los suplementos usados (GM-

CSF e IL-3 y/o eritropoyetina, respectivamente) (MacNiece y cols, 1989; 

MacNiece y cols, 1990). Los agares mencionados contienen metilcelulosa 

suplementada con citoquinas de acción temprana y citoquinas inductoras de 

diferenciación granulomonocítica y eritroide. Estos permiten evaluar la frecuencia 

y capacidad proliferativa de células formadoras de colonias en una población 

heterogénea y el tipo de Unidad Formadora de Colonia (UFC) de acuerdo a su 

potencial eritroide (BFU-E y CFU-E), granulocito-macrófago (CFU-GM), 

granulocítico (CFU-G), macrófago (CFU-M) o mixto (CFU-GEMM). Actualmente 

estos ensayos se han propuesto en conjunto con los conteos de células CD34+, 

como una manera de evaluar el número de CSH/PHM en las unidades de SCU o 

MO para almacenar en bancos para uso clínico (Rubinstein, 2009; Page y cols, 

2011). El ensayo denominado células formadoras de áreas en empalizada 

(Cobblestone-Area Forming-Cells) es también de clonogenicidad directa. Evalúa 

la capacidad de las células sembradas sobre células estromales de formar 

colonias de células adheridas. Se determina el tipo de progenitor de acuerdo al 

tiempo de la formación de estas áreas (Bock, 1997). 

� Ensayos de clonogenicidad secundaria 

La evidencia de que las células responsables de la formación de las mencionadas 
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CFU-S, UFC, pueden provenir de PHM y no de CSH motivó el desarrollo de los 

cultivos a largo término en células estromales (LTC-IC del inglés, Long Term-

Culture- Initiating Cells) (Ploemacher y Brons, 1989; Sutherland y cols, 1989). 

Estos son ensayos clonogénicos como los mencionados anteriormente pero 

después de un cultivo de 5 semanas sobre células estromales. Para su 

cuantificación se realizan varias diluciones de la suspensión de células obtenidas 

al final del cultivo y se determina la dilución límite para generar colonias (Sieburg 

y cols, 2002). Este tipo de ensayo permite un mejor discernimiento entre CSH y 

PHM pues estos últimos no se mantienen por tanto tiempo en el cultivo de células 

estromales. Sin embargo las CSH que se encuentran in vivo son biológicamente 

distintas de las anteriormente mencionadas LTC-IC (Larochelle y cols, 1996). 

� Trasplantes en modelos animales 

Se ha visto que los ensayos in vitro pueden evaluar las capacidades clonogénicas 

y de diferenciación que tienen tanto las CSH como los PHM  (Hogan y cols, 2002, 

Majeti y cols, 2007), pero como ya se ha mencionado la prueba definitiva de 

stemness en las CSH son los trasplantes sucesivos (Chen y cols, 1994). La 

identificación de cepas de ratones inmunodeficientes ha posibilitado un 

microambiente permisivo para la evaluación del quimerismo hematopoyético 

humano tras el xenotrasplante de CSH humanas  (Kawashima y cols, 1996; 

Bosma y cols, 1983; Shultz y cols, 1995). Las cepas usadas incluyen los ratones 

beige, nude, con inmunodeficiencia ligada al cromosoma X (bnx), SCID (del 

inglés, Severe Combined Immunodeficiency) y NOD (del inglés Non-Obese 

Diabetic).  

La cepa de ratón más aceptada para los ensayos de repoblación usada es la 

llamada NOD/SCID que combina la cepa SCID deficiente en células T y B, e 

inmunoglobulinas y la cepa NOD deficiente en macrófagos y células NK (Shultz y 

cols, 1995; Bock, 1997). La cepa NOD/SCID tiene los defectos derivados de la 

disfuncionalidad en una enzima que participa en reparación del DNA (Prkdc, del 

inglés protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide) afectando las células 

que hacen recombinación somática y los de NOD que afecta los mecanismos de 
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tolerancia periféricos. Los ratones NOD/SCID no desarrollan diabetes 

autoinmune, pues esta es mediada por las células T que están afectadas en los 

ratones SCID (Shultz y cols, 1995). Para obtener mayor inmunosupresión, se han 

realizado otros cruces de cepas como la que incluye la deficiencia de la cadena 

gamma común de interleuquinas, generando ratones NOD/SCID/IL-2R gamma-/- 

(Shultz y cols, 2005). La escogencia de la cepa para el xenotrasplante es 

importante, ya que la eficacia de estos trasplantes varía en estas cepas y hasta 

entre los sexos del animal trasplantado (Notta y cols, 2010). Por otra parte, el tipo 

de inoculación de las CSH (inyección intravenosa (i.v.) versus intra-medular) 

modifica el resultado de la repoblación medular (Yahata y cols, 2003).   

Estos modelos sirven para evaluar diferentes capacidades según el tiempo 

transcurrido después del trasplante. Esto se debe a que la repoblación de la MO 

con CSH inyectadas depende de al menos tres pasos: la anidación (homing) en la 

MO, su localización y retención en microambientes específicos dentro de la MO 

(lodgment) y la ejecución de sus potencialidades de autorenovación y/o 

diferenciación a corto y largo plazo (Jetmore y cols, 2002). Se ha definido que la 

anidación se determina en las siguientes horas (3 - 24 h) después de la inyección 

de las células (Nilson y cols, 1997; Scott y cols, 2003), de 4-12 semanas para 

determinar el injerto a corto plazo (PHM) y a partir de las 20 semanas el injerto de 

largo plazo (CSH) (Nilson y cols, 1997; Hogan y cols, 2002). No obstante la 

complejidad del proceso de repoblación medular también puede llevar a 

conclusiones erradas en este modelo. Por ejemplo la carencia de repoblación 

medular a largo plazo después de un xenotrasplante puede no solo indicar 

insuficiencia de CSH sino un defecto inicial en la anidación (Scott y cols, 2003).  

La combinación entre los modelos de xenotrasplante y la producción de 

anticuerpos monoclonales contra las moléculas de las células de MO han 

permitido identificar inmunofenotipos que definen la presencia de CSH. Esta 

inmunofenotipificación es cada vez más específica en la definición del 

inmunofenotipo stem y la de otros progenitores hematopoyéticos (especialmente 

en el modelo murino). A continuación se enunciarán algunas de las moléculas 
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estudiadas del modelo murino y humano que identifican CSH y PHM. 

1.1.5 Inmunofenotipo de las CSH y progenitores hema topoyéticos  

El inmunofenotipo que caracteriza cada miembro de la jerarquía del modelo 

hematopoyético (Fig. 1)  ha recibido gran atención durante las últimas décadas. 

La identificación de marcadores de superficie específicos de CSH permite separar 

poblaciones indeseadas de las unidades de reemplazo hematopoyético. El 

inmunofenotipo que distingue entre CSH, PMH y progenitores comunes está más 

definido en el modelo murino que en humanos.  

� Inmunofenotipo de CSH murinas 

El inmunofenotipo de las CSH murinas ha sido hasta ahora el más estudiado. Las 

CSH murinas se encuentran dentro de la población de células que expresan 

CD117 (c-Kit) y Stem cell antigen-1 (Sca-1) y no expresan marcadores de linaje: 

granulo-monocítico (CD16, CD32, Gr-1 y CD11b), linfocítico (CD4, CD8 y CD19) y 

eritrocítico (Ter119). Esta población, llamada KSL (referido al inmunofenotipo 

(Kit+/Sca+/Lin-) es heterogénea, pues a pesar de estar enriquecida en CSH, solo 1 

de cada treinta tiene capacidad de repoblación a largo término (Morrison y 

Weissman, 1994; Bryder y cols, 2005). Esta heterogeneidad se puede revelar 

mediante el uso de marcadores adicionales como CD34, CD38, Thy 1.1, CD105, 

flt-3 y CD150 (Yang y cols, 2005; Randall y cols, 1996; Morrison y Weissman, 

1994; Chen y cols, 2002; Morrison y cols, 1997; Adolfsson y cols, 2001; Kiel y 

cols, 2005). Por ejemplo, la población KSL que expresa los marcadores CD34, 

flt3, Thy 1.1, CD244 y CD11b está enriquecida en PHM, también llamadas células 

repobladoras a corto término (Yang y cols, 2005; Randall y cols, 1996; Morrison y 

cols, 1994; Chen y cols, 2002; Morrison y cols, 1997), mientras que las KSL que 

expresan CD38, CD105, CD150 poseen una actividad repobladora a largo 

término definiéndolas como CSH (Randall y cols, 1996; Adolfsson y cols, 2001, 

Kiel y cols, 2005).  

 



Propiedades  de adhesión, migración y motilidad de células stem hematopoyéticas expandidas 
con citoquinas de acción temprana  en co-cultivo con células stem mesenquimales 

14 
 

� Inmunofenotipo de CSH humanas, papel de la molécula CD34 

El inmunofenotipo de CSH de primates no-humanos y humanos difiere del de 

CSH murinas. En la MO humana, casi toda la actividad hematopoyética se 

encuentra en la población que expresa CD34+alto (Sutherland y cols, 1989; Gao y 

cols 2001). Son las células CD34+ y no las CD34-, las que permiten la 

reconstitución de la médula ósea de babuinos irradiados (Berenson y cols, 1988). 

Esta diferencia entre la expresión de CD34 en CSH murinas y humanas, al 

parecer se explica por la presencia de secuencias regulatorias que flanquean el 

gen homólogo humano, ya que este se expresa en células KSL al trasducir 

enteramente (en un cromosoma) el locus genómico del CD34 humano (Okuno y 

cols, 2002). La expresión de la molécula CD34 se detecta en CSH muy primitivas 

pero su expresión decrece gradualmente a medida que las CSH humanas se 

diferencian en células stem maduras. La molécula CD34 se expresa también en 

la mayoría de células endoteliales (Simmons y cols, 1992; Puri y cols. 1995). Sin 

embargo diferencias en las N- y O-glicosilaciones de la porción extracelular más 

distal del CD34 entre CSH y células endoteliales determinan su afinidad por las L-

selectinas (Lanza y cols, 1992). Mientras de la función del CD34 endotelial (rico 

en O-glicosilaciones), se conoce que une a los ligandos CD62L y CD62E 

(Simmons y cols, 1992; Puri y cols. 1995), del CD34 hematopoyético no se 

conoce un ligando específico. Recientemente se describió la actividad del CD34 

expresado en CSH como una molécula que disminuye la adhesión, 

incrementando la habilidad de migración (Nielsen y McNagny, 2009).  

La población de células CD34+ en humanos (como la KSL en ratón) es una 

población heterogénea enriquecida en CSH mezclada con distintos progenitores 

hematopoyéticos (Gao y cols, 2001). De la subpoblación KSL se conocen 

inmunofenotipos específicos que permiten determinar entre CSH y los tres 

distintos PHM (Fig. 1). El inmunofenotipo específico de las células CD34+ 

humanas con capacidad stem y de los PHM, no se conoce tan a fondo como en el 

modelo murino (Majeti y cols, 2007).  
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� La molécula CD34 y su uso como sustrato para purificar CSH  

La molécula de CD34 es una glicoproteína transmembranal tipo I de 385 

aminoácidos. Su secuencia consta de un gran dominio extracelular de 258 

residuos, un péptido líder de 31 residuos, un dominio trasmembranal de 23 

residuos y un dominio citoplasmático de 73 residuos (Sovalat y cols, 1998).    

El dominio extracelular del CD34 expresado en CSH contiene cierto número de 

epítopes que se presentan de manera variable en células normales y blastos 

leucémicos (Sovalat y cols, 1998). Estos epítopes se han detectado por la 

sensibilidad del CD34 al tratamiento con ciertas enzimas: Los epítopes de clase 

III que son resistentes al clivaje con neuraminidasa, quimiopapaina y una 

glicoproteasa de Pasteurella haemolytica; los epítopes de clase I que son 

sensibles al clivaje con las tres enzimas, y los de clase II que son sensibles a la 

degradación con quimiopapaina y la glicoproteasa mencionada. Al parecer los 

epítopes de clase I y II se regulan negativamente en un estadío más temprano de 

la diferenciación hematopoyética (Steen y cols, 1996; Steen y Egeland, 1998).   

El desarrollo de anticuerpos contra los mencionados epítopes de la molécula 

CD34 ha permitido desarrollar técnicas de separación de CSH (Cancelas y cols, 

1996). A través de la marcación de estos anticuerpos con fluorocromos o con 

biotina es posible el aislamiento de CSH por citometría de flujo mediante sorting 

celular o a través de superficies cubiertas con estreptavidina, respectivamente. 

También al asociar estos anticuerpos a perlas magnéticas es posible separar 

CSH, reteniéndolas en campos magnéticos dejando fluir las células negativas 

para el marcador CD34 (Cancelas y cols, 1996). Las separaciones de células 

CD34 por inmunoabsorción o inmunomagnetismo son más rápidas y confiables 

que las separaciones por citometría de flujo (Miltenyi y cols, 1990). Hasta ahora 

este ha sido el método más usado para aislar células CD34+ a partir de diferentes 

fuentes debido a su mejor desempeño en cuanto a enriquecimiento de la 

población (Miltenyi y cols, 1990; de Wynter y cols, 1995). A pesar de que las 

casas comerciales ofrecen eficiencias y purezas máximas en los kits de 

aislamiento inmunomagnético de células CD34+; se ha demostrado que se 
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requiere de variaciones en estos procedimientos para obtener buenos resultados 

(Kekarainen y cols, 2006; de Wynter y cols, 1999). Una de las variables que 

afecta la reproducibilidad en la eficiencia y la pureza de células CD34 es la 

frecuencia de células CD34+ presente en la muestra. El aislamiento 

inmunomagnético de células CD34+ es reproducible solo cuando se alcanza una 

frecuencia de células CD34+ de más de 0,65% (Cancelas y cols, 1996). Por tanto 

este aislamiento es más reproducible en muestras MO donde la frecuencia es de 

0,8 - 4% y mucho menos reproducible en SCU donde la frecuencia varía entre 0,1 

y 0,6% (Cancelas y cols, 1996). El enriquecimiento de células CD34 de sangre 

periférica está entre 38,6% a 87,1% (54,4% +/- 12,3%). Esta alta variabilidad y 

baja pureza de células CD34+ se correlaciona con las bajas frecuencias de 

células CD34 en sangre periférica (0,18 +/- 0,052%) (Kato y Radbruch, 1993). En 

el caso específico del aislamiento de CSH de SCU, factores adicionales se suman 

a la variabilidad de la purificación de células CD34+. Uno de los más importantes 

es el volumen de SCU que se colecta, el cual depende directamente del tiempo 

que se espera después del nacimiento del neonato para realizar el pinzamiento 

del CU (Donaldson y cols, 1999; Pafumi y cols, 2001). En el Instituto Materno 

Infantil de Bogotá, principal centro de salud materno-fetal colombiana, el 

pinzamiento del CU se practica después de su pulsación, alrededor de 3 min 

después del nacimiento. Esta práctica se conoce como pinzamiento diferido del 

CU (delayed clamping) y pese a que tiene reconocidos beneficios para el neonato 

(Andersson y cols, 2011), no se practica internacionalmente (Sivaraman y cols, 

2011). Debido a que el pinzamiento diferido reduce los volúmenes colectados de 

SCU y a su vez el número de células CD34+ recuperado, la optimización del 

aislamiento de células CD34 de SCU es indispensable en nuestro medio. 

� Inmunofenotipo de CSH humanas, marcadores complementarios 

Como un marcador alternativo y complementario de la molécula CD34 de CSH 

humanas se ha reportado el marcador CD133 o prominina-1. Este marcador se 

encontró co-expresándose proporcionalmente en células CD34+ de hígado fetal y 

otros tejidos hematopoyéticos (Yin y cols, 1997). Estudios posteriores en sangre 
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periférica movilizada o de SCU muestran que la selección por medio del marcador 

CD133 puede ser mejor para el aislamiento de células stem más primitivas 

comparado con el CD34 (Matsumoto y cols, 2000, Jaatinen y Laine, 2007). Dado 

que células CD34+ se pueden generar a partir de una población CD133+CD34-, 

las células CD133+ parecen ser ancestrales a las CD34+ (Summers y cols, 2004). 

Sin embargo se reporta que la actividad hematopoyética en células CD133+ está 

ligada únicamente a la expresión del marcador CD34 (Götze y cols, 2007) y que 

en estas células la pérdida del marcador CD133 implica diferenciación (Bauer y 

cols, 2011). 

Dado que el inmunofenotipo completo que caracteriza las CSH humanas hasta 

hace poco se desconocía (Majeti y cols, 2007), en los últimos años los esfuerzos 

se redoblaron para reconocerlo. Notablemente, el año pasado se publicó en la 

revista Science el primer inmunofenotipo de una sub-población de células CD34+ 

con capacidad stem verdadera (Notta y cols, 2011). Notta y cols, reportan que 

una sola célula con el inmunofenotipo CD34+/CD38-/CD45RA/CD90+/ 

Rodaminabajo/CD49f+ puede repoblar a largo plazo no solamente la MO inyectada 

sino sitios distantes a esta (Notta y cols, 2011). Tanto las combinaciones de 

marcadores de superficie de los PHM derivados de esta población así como la 

definición de la relación jerárquica entre ellos está por definir.  

Como se ha visto con los marcadores CD34 y CD133, durante el desarrollo 

hematopoyético, la expresión de algunos factores transcripcionales y otras 

moléculas está definida por patrones que permiten seguir los estadios de 

diferenciación. Se contemplan a continuación algunos de estos genes que 

modulan el desarrollo hematopoyético. 

1.1.6 Genes reguladores de la actividad hematopoyét ica 

El desarrollo del sistema hematopoyético en sus fases embrionaria, fetal y adulta 

está fundamentado sobre la expresión y el silenciamiento selectivo de ciertos 

genes. Algunos de ellos son factores transcripcionales importantes en las fases 
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tempranas del desarrollo (como Gata-2 y HoxB4), otros son característicos de la 

regulación de los procesos de proliferación y muerte celular (como Bmi-1) y por 

último se encuentran los que se expresan en las fases tardías del desarrollo y 

además regulan la interacción con los microambientes hematopoyéticos (como 

los receptores Notch). 

� Gata-2 

GATA-2 es un factor transcripcional perteneciente a una familia de seis 

miembros, en la que tres de ellos (GATA-1, -2 y -3) están relacionados con la 

hematopoyesis  (Orkin 1992; Weiss y Orkin 1995). A diferencia de GATA-1 y -3, 

GATA-2 es indispensable para la fases iniciales del desarrollo hematopoyético, 

expresándose mayoritariamente en CSH y progenitores hematopoyéticos (Pevni y 

cols, 1995; Tsai y cols, 1994; Buza-Vidas y cols, 2011). La expresión de Gata-2 

es fundamental en la producción de progenitores que originan las BFU-E y las 

CFU-E (Bresnick y cols, 2010). En los ratones mutantes homocigotos Gata-2-/- la 

hematopoyesis se reduce drásticamente desencadenando una anemia severa y 

muerte de los animales (Tsai y cols, 1994). Durante el desarrollo hematopoyético 

embrionario se ha identificado como un factor indispensable para preservar la 

inmadurez de los precursores hematopoyéticos (Minegishi y cols, 1999; Minegishi 

y cols, 2003). Su papel en la homeóstasis del compartimiento de células stem se 

ha revelado en ratones heterocigotos (Gata-2+/-) con insuficiencia de Gata-2 en 

los que se observa una reducción en la población KSL (Rodrigues y cols, 2005). A 

diferencia del efecto en células primitivas su función es dispensable en las fases 

terminales de la diferenciación hematopoyética (Tsai y Orkin, 1997). Al parecer 

Gata-2 regula la supervivencia y proliferación de progenitores hematopoyéticos 

tempranos ya que en ratones defectuosos de GATA-2 (heterocigotos u 

homocigotos) se observa una extensa muerte celular y proliferación reducida de 

estos progenitores (Tsai y cols, 1994; Rodrigues y cols, 2005).  

� Bmi-1 

Una de las familias de genes que determina la capacidad de autorenovación de 
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las CSH son los genes Policomb. La actividad biológica de esta familia recae en 

el silenciamiento estable de grupos de genes a través de modificaciones 

epigenéticas (Valk-Lingbeek y cols, 2004). Los ratones deficientes en Bmi-1 (B 

lymphoma Mo-MLV insertion region 1), proto-oncogen representante de los genes 

Policomb, tienen una insuficiencia proliferativa de las células hematopoyéticas 

(van der Lugt y cols, 1994). Bmi-1 modula la expresión de genes relacionados con 

el ciclo celular, específicamente inhibiendo la expresión de p16 y p19 (Park y cols, 

2003). En CSH de MO murina, la expresión de Bmi-1 es alta, manteniéndose en 

los progenitores multipotentes y reduciéndose a medida que avanza la 

diferenciación hematopoyética (Hosen y cols, 2007). En ensayos de expresión de 

Bmi-1 cuantificado por Southern Blot (usando cADN) se ha demostrado que 

células CD34+ de MO humana expresan mayores cantidades de Bmi-1 que las  

células CD34- (Lessard y cols, 1998).  

� Notch-1 

Los miembros de la familia de receptores transmembrana Notch se expresan en 

los precursores hematopoyéticos primitivos y sus ligandos se encuentran en la 

superficie de las células estromales (Walker y cols, 2001).  Los genes Notch-1 

tienen un papel central en la supervivencia, proliferación y la diferenciación de la 

células hematopoyéticas (Milner y Bigas, 1999). Se ha encontrado que la 

expresión de Notch-1 aumenta con la diferenciación mieloide, especialmente en 

los precursores de macrófagos (Jönsson y cols, 2001; Singh y cols, 2005). En 

estos estudios se demuestra que también los macrófagos diferenciados expresan 

altos niveles de Notch-1 a nivel de ARNm y proteína (Jönsson y cols, 2001). 

Además se ha observado que la activación transitoria de Notch-1 es suficiente 

para reducir la autorenovación y acelerar la diferenciación hacia progenitores 

restringidos granulocito-macrófago y de célula dendrítica (Schroeder y cols, 

2003). Recientemente se ha observado que los receptores Notch también 

modulan la diferenciación megacariocítica (Cornejo y cols, 2011). Sin embargo 

hay evidencia de que la sobreexpresión de Notch-1 mejora la expansión y 

generación de precursores linfoides y mieloides humanos (Varnum-Finney y cols, 
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2000). Los ratones con mutaciones condicionales de Notch-1/2 presentan una 

hematopoyesis normal mostrando la redundancia de otras vías para el 

mantenimiento del sistema hematopoyético (Ratke y cols, 1999, Mancini 2005). 

Los efectos de la expresión de Notch-1 en la diferenciación y autorenovación de 

CSH dependen de los estímulos del microambiente que rodean a las CSH (Ohishi 

y cols, 2002, Fernández-Sanchez y cols, 2011). 

� HoxB4 

HoxB4 pertenece a la familia de factores transcripcionales Homeobox, 

involucrados principalmente en el desarrollo embrionario. La sobreexpresión de 

este gen en células de la MO de ratones amplifica considerablemente las CSH in 

vivo sin alterar la diferenciación o inducir la trasformación de las células 

(Sauvageau y cols, 1995). CSH humanas transducidas con HoxB4 se expanden 

in vitro y tienen capacidades de repoblación comparables a las CSH no 

manipuladas (Antonchuk y cols, 2002). Los ratones deficientes en HoxB4 

desarrollan normalmente todos los linajes hematopoyéticos pero tienen números 

reducidos de CSH en el hígado y la MO fetal (Brun y cols, 2004). 

Teniendo en cuenta las características fenotípicas que definen las CSH y los 

progenitores hematopoyéticos, se continuará con la descripción de los procesos 

circulación y tránsito de las CSH que son indispensables en el desarrollo del 

sistema hematopoyético. Se da especial atención a las interacciones entre 

diferentes moléculas que regulan la adhesión y migración celular. 

1.2 Adhesión  y migración de CSH durante el desarrollo hematopoyé tico. 

1.2.1 Circulación de CSH en la vida intrauterina 

El desarrollo de las CSH y del sistema hematopoyético involucra la  capacidad 

celular de circulación y tránsito (vascular y no-vascular). Como se refiere en el 

capítulo de ontogenia de los precursores hematopoyéticos, el hígado fetal, como 

sitio principal de hematopoyesis, no genera CSH in situ sino que sirve como un 
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órgano de expansión de CSH y progenitores hematopoyéticos que han migrado 

desde la región aorta-gónada-mesonefro embrionario (Johnson y Moore, 1975) 

(Fig. 2). Desde el hígado fetal estas células migran hacia la MO, donde están las 

condiciones adecuadas para mantener la hematopoyesis en la vida adulta (Fig. 

2).  

 
Figura 2. Circulación y tránsito de CSH en la hemat opoyesis embrionaria y fetal. 
Las poblaciones de CSH definitivas emergen de los sitios hematopoyéticos intraembrionarios 
(Aorta-gónada-mesonefros) y extraembrionarios (saco vitelino). Al establecerse la circulación, las 
CSH viajan a través de los vasos y colonizan tanto la placenta como el hígado fetal. Este último se 
convierte en un órgano central para las hematopoyesis hasta que la MO es colonizada por las 
CSH. Las integrinas β-1 y el eje CXCL12 (SDF-1)/CXCR4 regulan la migración de CSH desde la 
placenta hacia de hígado y la colonización de la MO. Modificado de Magnon y Frenette, 2008. 

Los mecanismos que regulan estos procesos embrionarios y fetales de 

circulación y tránsito celular se conocen parcialmente gracias al modelo murino. 

Un representante fundamental en esta regulación es el eje quimiotáctico del factor 

derivado del estroma, SDF-1 (del inglés Stromal Derived Factor-1, también 

llamado CXCL12) y de su receptor CXCR4, los cuales se expresan muy temprano 

durante la etapa de gastrulación (MacGrath y cols, 1999). Las deficiencias tanto 

del receptor (CXCR4) como del ligando (SDF-1) resultan en fenotipos similares, 
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consistentes en deficiencia de células B en el hígado fetal y de la línea 

mielopoyética en la MO (Ma y cols, 1998). Su expresión en diferentes tipos 

celulares durante la embriogénesis y organogénesis ha generado interrogantes 

sobre los determinantes de la regulación específica dentro del sistema 

hematopoyético (MacGrath y cols, 1999). Al parecer factores adicionales actúan 

como adyuvantes en la función del eje SDF-1/CXCR4 determinando su 

especificidad en el sistema hematopoyético. Entre estos está c-kit o CD117, el 

cual se expresa altamente en CSH fetales y es receptor para el SCF. El SCF se 

expresa y secreta en los sitios embrionarios asociados con la migración 

hematopoyética (Matsui y cols, 1990). Este tiene un efecto sinérgico con el SDF-1 

en la migración de CSH hacia el hígado (Christensen y cols, 2004). Igualmente, 

secretado por el hígado fetal, el Flt3L puede a su vez modular las señales 

generadas por el estímulo de la vía SDF-1/CXCR4 (Fukuda y cols, 2005).  

Las integrinas son la familia de moléculas de adhesión que contribuye más a la 

hematopoyesis fetal y adulta (Tabla 2). La ablación condicional de las integrinas 

β1 en CSH embrionarias impide la reconstitución hematopoyética del hígado fetal 

(Hirsch y cols, 1996), del bazo y de la MO fetal (Potocnik y cols, 2000). Las 

integrinas β1 forman heterodímeros con diferentes moléculas α y de esta manera 

interactúan con sus ligandos respectivos (Tabla 2). La integrina VLA-6, que tiene 

como ligando la laminina, regula la anidación de progenitores hematopoyéticos 

hepáticos fetales (Qian y cols, 2007).  

Tabla 2. Integrinas involucradas en los procesos mi gratorios hematopoyéticos. 

 

La interacción de las integrinas β1 y β2 con sus respectivos ligandos es modulada 

a su vez a través de una señal dependiente de proteínas G asociada al receptor 
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CXCR4 (Bonig y cols, 2006; Chigaev y cols, 2003). Se ha encontrado que la señal 

inducida por el SDF-1 modula en uno o dos órdenes de magnitud la afinidad de la 

integrina VLA-4 (del inglés, Very Late Antigen-4) por el VCAM-1 (del inglés, 

Vascular Cell Adhesion Molecule-1) (Chigaev y cols, 2003). La combinación de 

las señales provenientes de integrinas, quemoquinas y citoquinas define la 

migración de las CSH. En la figura 2 se representan las integrinas, quemoquinas 

y citoquinas que han mostrado ser claves en la circulación y tránsito de las CSH 

durante el desarrollo hematopoyético. Se observa en la figura 2 que las señales 

de las integrinas β1, la vía SDF-1/CXCR4 y citoquinas como el SCF son centrales 

en el proceso de migración y localización de las CSH modulando la circulación y 

tránsito de la placenta al hígado fetal y del hígado fetal a la MO (Magnon y 

Frennete, 2008).  

1.2.2 Circulación de CSH en la vida posnatal 

La habilidad de las CSH y los progenitores hematopoyéticos de migrar 

continuamente a la MO se señaló seis décadas atrás en los experimentos de 

Jacobson y cols, que demostraron que la protección del bazo de los ratones 

durante una irradiación letal permitía la supervivencia de los mismos (Jacobson y 

cols, 1949). Posteriormente, otros autores demostraron que las CSH que migran 

desde el bazo pueden “anidar” y repoblar la MO espontáneamente (Lorenz y cols, 

1951) abonando el terreno para el subsecuente uso clínico del trasplante de MO 

en pacientes sometidos a quimioterapia o radioterapia (Thomas y cols, 1957). 

Como se mencionó anteriormente, se ha postulado un modelo que establece los 

pasos en la migración de CSH y progenitores hematopoyéticos a la MO. El primer 

paso constituye tanto el reconocimiento del endotelio sinusoidal propio de la MO 

como la extravasación de las células. El segundo paso es el reconocimiento y 

asentamiento de las células dentro de la MO. Estos dos pasos se han confundido 

definiéndose en la literatura como homing, aquí traducido al castellano como 

anidación (Magnon y Frennete, 2008). Sin embargo la fisiología celular entre 

estos dos pasos difiere por lo que ciertos autores han definido como homing 
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únicamente al reconocimiento del endotelio y extravasación y lodgment a la 

acomodación medular permanente (Jetmore y cols, 2002; Yahata y cols, 2003).  

� Moléculas involucradas en el reconocimiento endotelial y extravasación de 

CSH a la MO (homing) 

Los estudios relacionados con el reconocimiento por parte de las CSH y los 

progenitores hematopoyéticos del endotelio de la MO han revelado un papel 

central de las selectinas y de las integrinas presentes en estos tipos celulares. 

Con estudios de inhibición de las interacciones lectina-carbohidrato, se demostró 

su relevancia en la interacción entre las CSH circulantes y el endotelio (Tavassoli 

y Hardy, 1990). Posteriormente, Papayannopoulou y cols, establecieron el papel 

determinante de la interacción VLA-4 y VCAM-1 en la anidación de progenitores 

hematopoyéticos (Papayannopoulou y cols, 1995). En estos ensayos se 

demuestra que los progenitores pre-tratados con anticuerpos contra CD49d o 

VCAM-1 reducen su anidación a la MO en un 50%. El bloqueo simultáneo de 

VCAM-1 y selectinas endoteliales disminuye aún más la anidación (Frenette y 

cols, 1998). Estudios posteriores demuestran que la anidación de los progenitores 

hematopoyéticos se independiza de las selectinas y recae en la interacción 

VCAM-1/VLA-4 en modelos post-irradiación (Mazo y cols, 2002). Estos hallazgos 

son consistentes con la expresión constitutiva de VCAM-1 y de E-selectina en las 

células endoteliales y reticulares de la MO además de la inducción postirradiación 

de VCAM-1  (Jacobsen y cols, 1996; Schweitzer y cols, 1996; Mazo y cols, 1999). 

Esta expresión constitutiva de VCAM-1 en el endotelio y retículo de la MO se 

diferencia de la de otros órganos hematopoyéticos como el bazo, los nódulos 

linfáticos entre otros (Pappayanoupoulou y cols, 1995; Schweitzer y cols, 1996). 

Asimismo la integrina CD49d (α4, VLA-4) tiene un papel crucial en la anidación de 

CSH con capacidad de repoblación de largo plazo a la MO (Pappayanopoulou y 

cols, 1995). Las interacciones sinérgicas mediadas por E-selectina y VCAM-1 

participan en el reclutamiento inicial de las CSH y progenitores hematopoyéticos 

haciéndolas inicialmente rodar y adherirse al endotelio de los sinuisoides 

medulares (Frenette y cols, 1998; Katayama y cols, 2003).  
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La adhesión específica a través de E-selectina depende del grado de glicosilación 

de sus ligandos. La molécula CD44 se expresa en CSH y progenitores 

hematopoyéticos apropiadamente fucosilada, lo cual la convierte en el mayor 

ligando de E-selectina (Dimitroff y cols, 2001). También a través de su interacción 

con ácido hialurónico, la molécula CD44 contribuye en la anidación de 

progenitores hematopoyéticos (Avigdor y cols, 2004). Experimentos con 

progenitores hematopoyéticos deficientes en selectinas e integrinas muestran que 

tanto las integrinas β2 como las selectinas tienen un papel secundario en la 

anidación que solo se revela en ausencia de CD49d (VLA-4) (Papayannopoulou y 

cols, 2001). Estudios recientes han revelado que VLA-6 también participa en los 

procesos de anidación de progenitores hematopoyéticos en colaboración con 

VLA-4 (Qian y cols, 2006). Se ha propuesto un modelo jerárquico de las vías 

moleculares involucradas en la anidación de progenitores hematopoyéticos 

murinos en los que la interacción VLA-4/VCAM-1 ocupa un lugar  preponderante 

seguida de la vía SDF-1/CXCR4 (Bonig y cols, 2006).  

� Moléculas involucradas en la retención de CSH en la MO (lodging) 

Una vez las CSH cruzan los sinusoides sanguíneos de la MO, estas células 

migran dentro del parénquima de la MO para localizarse en un sitio apropiado 

para mantener su supervivencia, autorenovación y diferenciación. Las dificultades 

técnicas asociadas al seguimiento de progenitores hematopoyéticos en el 

microambiente de la MO han limitado el avance en el conocimiento relacionado. 

Los experimentos de inyección intramedular son fundamentales para observar la 

retención de progenitores hematopoyéticos. Usando este tipo de experimentos se 

observa que el eje SDF-1/CXCR4, así como de las integrinas β1 (VLA-4, VLA-5 y 

VLA-6) son también fundamentales en la retención de progenitores dentro de la 

MO (Yahata y cols, 2003; Quian y cols, 2006). La migración transestromal de 

células CD34+ aisladas de SCU  depende de las integrinas VLA-4 y VLA-5 que se 

activan por la acción del SDF-1 (Peled y cols, 2000). Estudios de cinética de la 

anidación y mantenimiento de progenitores murinos dentro de la MO muestran 

que la anidación las primeras 4 horas depende de VLA-5 y LFA-1 (integrina β2, 
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del inglés, Lymphocyte Adhesion Molecule-1) mientras que su retención a las 24 

h es altamente dependiente de VLA-4 (Ausami y cols, 2001).  

Por otra parte la interacción de las CSH y PHM con otros tipos celulares 

presentes en este microambiente han permitido la definición de las señales 

modulatorias presentes. Por tanto se describirán a continuación las interacciones 

intercelulares de las CSH en lo que se ha denominado el nicho hematopoyético. 

1.2.3 Interacción de las CSH con los osteoblastos 

El enriquecimiento de CFU-S en el endosteo se tomó como la primera evidencia 

de que las CSH se localizan e interactúan con los osteoblastos de la MO (Lord y 

cols, 1975; Gong, 1978). La dependencia del número de CSH en la producción de 

osteoblastos que expresan N-caderina (Calvi y cols, 2003; Zhang y cols, 2003) 

también apunta hacia esta relación. Además la retención de progenitores en la 

MO se disminuye tras el trasplante de PHM deficientes en N-caderina (Hosokawa 

y cols, 2010). El mantenimiento y la expansión in vitro de CSH en co-cultivo con 

osteoblastos demuestran el papel regulatorio de los osteoblastos en la 

hematopoyesis (El-Badri y cols, 1998) que al parecer está mediado por factores 

solubles como la angiopoyetina-1 (Arai y cols, 2004) o factores adheridos a la 

membrana como a la forma trasmembranal del SCF (Driessen y cols, 2003). La 

interacción entre osteoblastos y CSH a través de las moléculas VCAM-1/VLA-4, 

FBN/VLA-4/5 e ICAM-1/LFA-1 juega un papel en el mantenimiento de los 

progenitores hematopoyéticos (Jung y cols, 2005; Weinstein y cols, 1989). 

Además se reporta que la secreción de SDF-1 in vivo es un posible mecanismo 

de los osteoblastos para dirigir a las CSH dentro de estos nichos intramedulares 

(Jung y cols, 2006). Evidencia reciente de la independencia entre generación de 

CSH y la presencia de N-caderina o el número de osteoblastos (Kiel y cols, 2007; 

Kiel y cols, 2009) ha permitido interrogar la necesidad de los osteoblastos y los 

componentes del nicho endosteal en la retención y generación de CSH (Kiel y 

Morrison, 2008). A pesar de esta reciente reevaluación del papel de los 

osteoblastos como parte del nicho hematopoyético, es ampliamente aceptado que 
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el microambiente medular generado por los osteoblastos participa en el desarrollo 

hematopoyético. Este microambiente se denomina: nicho osteoblástico (Fig. 3).   

 
Figura 3. Localización de las CSH en la MO: interac ciones de las CSH con las células 
estromales y los nichos vascular y endosteal. 
En la MO del hueso trabecular las CSM y células del estroma contribuyen a la formación del nicho 
hematopoyético. Se observan los nichos endosteal y vascular. Se representan las CSM 
características por la expresión de Nestina (Nestin+). Modificado de Uchelli y cols, 2008. 

1.2.4 Interacción de las CSH con las células endote liales 

Recientemente se ha hablado de la existencia de un nicho vascular ya que las 

células endoteliales pueden mantener la hematopoyesis in vitro (Chute y cols, 

2002; Liu y cols, 2003) además de la localización perivascular de CSH in vivo 

(Kiel y cols, 2005). La evidencia de que factores que regulan la angiogénesis a su 

vez regulan la hematopoyesis (como Tie2 o Angiopoyetina-1) ha sustentado esta 

hipótesis (Kopp y cols, 2005; Kobayashi y cols, 2010; Butler y cols, 2010). El 

proceso de regulación de la retención de las CSH y progenitores hematopoyéticos 

dentro de la MO es un fenómeno dinámico regulado por diferentes factores 

celulares y  acelulares que por su complejidad son de difícil evaluación (Kiel y 

cols, 2008). La dicotomía aparente entre los nichos endosteales y osteoblásticos 
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se ha amortiguado recientemente con la evidencia de la contigüidad entre ambos 

nichos que se observa en la tabla ósea craneal donde el endosteo es perivascular 

y las CSH se alojan en estos espacios (Lo Celso y cols, 2009). 

1.2.5 Interacción de las CSH con células estromales  y CSM. 

Las células estromales interactúan con las CSH y progenitores hematopoyéticos 

en la MO. El descubrimiento de esta importante interacción y sus implicaciones 

(Dexter y cols, 1977) resultó ser el fundamento experimental para la postulación 

de la teoría del nicho celular (Schofield, 1978). Las CSM se describieron 

inicialmente por Friedenstein en 1970 como una población rara de la MO capaz 

de formar colonias fibroblastoides (Friedenstein y cols, 1970). La frecuencia de 

esta población varía entre 1 y 10 CSM por cada 100.000 células recuperadas de 

MO (Castro-Malaspina y cols, 1980). En la literatura se han dado múltiples 

denominaciones para las células de la MO que se aíslan por adherencia al 

plástico y tienen morfología fibroblastoide (Jones y McGonagle, 2008). Esto ha 

llevado a cierta confusión sobre si los aislados reportados corresponden a la 

misma población (Tolar y cols, 2010). De hecho su acrónimo en inglés MSC 

puede definirse como célula estromal mesenquimal o célula stem mesenquimal 

(Mesenchymal Stem/Stromal Cells) (Tolar y cols, 2010). Con el propósito de 

homogenizar su mención en la literatura, la Sociedad Internacional de Terapia 

Celular (ISCT, del inglés International Society for Cellular Therapy) reservó el 

nombre de células “stem” mesenquimales estromales (CSM) para las células 

desprovistas de marcadores hematopoyéticos (CD34 y CD45) que expresan 

marcadores como CD105, CD90, CD73, CD13, CD106 (VCAM-1) y que tienen un 

potencial heterogéneo de diferenciación hacia linajes mesenquimales: 

específicamente adipogénico, osteogénico y condrogénico (Dominici y cols, 2006; 

Majumdar y cols, 1998, Pittenger y cols, 1999). La heterogeneidad de la población 

de células estromales de MO se ve reflejada en su capacidad de diferenciación 

(no todas estas células se diferencian) o en su capacidad de mantener 

progenitores hematopoyéticos (Wineman y cols, 1996; Wagner y cols, 2007). La 

capacidad de las CSM de mantener progenitores hematopoyéticos se revela 
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desde la fase embrionaria ya que las CSM se encuentran en la región AGM 

durante la aparición de los progenitores hematopoyéticos (Mendes y cols, 2005). 

Se ha demostrado que las CSM provenientes de MO son las más apropiadas 

para este el mantenimiento de progenitores hematopoyéticos (Wineman y cols, 

1996). Recientemente, se identificó in vivo una subpoblación de CSM que tiene 

un papel crucial en la formación del nicho hematopoyético y que expresa una 

molécula típicamente neurogénica llamada Nestina (Méndez-Ferrer y cols, 2010). 

En este estudio se demuestra que esta subpoblación de CSM atrae las CSH y 

expresa altas cantidades de SDF-1, SCF y VCAM-1 (Méndez-Ferrer y cols, 2010) 

(Fig. 3). La expresión de VCAM-1 en células estromales es fundamental para el 

mantenimiento de CSH/PHM pues estos progenitores disminuyen luego del 

bloqueo de VCAM-1 en co-cultivos ex vivo (Teixidó y cols, 1992; Wang y cols, 

1998). Las CSM en cultivo mantienen las CSH y PHM a través de la expresión de 

moléculas de adhesión, secreción de citoquinas y proteínas de la matriz 

extracelular (Van Overstraeten-Schlögel N y cols, 2006). Por esta razón se han 

utilizado no solo como coadyuvantes en trasplantes hematológicos (Le Blanc y 

cols, 2007) sino también como capa alimentadora en la expansión de CSH y PHM 

(Robinson y cols, 2006; Robinson y cols, 2011). Las CSM son actualmente “una 

revolución” en la medicina regenerativa por su versatilidad incluyendo la que tiene 

que ver con su papel modulatorio en el nicho hematopoyético (Bernardo y cols, 

2011).  

1.3  CSH como sustrato de trasplante hematológico  

La importancia terapéutica de las CSH se reconoció inicialmente en estudios 

donde se evaluó la letalidad de las irradiaciones en ratones y se demostró que 

tanto el blindaje del bazo como las inyecciones de MO protegían a los ratones 

irradiados (Jacobson y cols, 1949; Lorentz y cols, 1951). Estos hallazgos 

permitieron fundamentar la realización del primer trasplante de MO en humanos, 

que se hizo en una paciente de 4 años, la cual sobrevivió a la irradiación pero no 

al proceso oncológico que remitió meses después (Thomas y cols, 1957). 

Thomas y cols, continuaron por más de una década con la investigación de la 
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biología de los trasplantes y la histocompatibilidad complementando sus estudios 

con un modelo de perros irradiados (Epstein y cols, 1968), hasta que se consiguió 

con éxito el primer trasplante alogénico en humanos (Gatti y cols, 1968). A partir 

de este momento se abrió la posibilidad del trasplante de CSH de MO como 

terapia en múltiples enfermedades y la investigación sobre las condiciones 

indicadas para obtener un trasplante exitoso. Hasta ahora, la dosificación de los 

números totales de células nucleadas y de células CD34+ en las unidades 

trasplantadas son los parámetros que se verifican para aumentar la probabilidad 

de éxito de un trasplante (Rubinstein, 2009). En el ámbito clínico de trasplantes, 

las diferencias de repoblación entre CSH y PHM mencionadas no son (por el 

momento) un problema terapéutico a resolver. Por el contrario la presencia de 

PHM, por sus características proliferativas revierten en la rapidez de recuperación 

de las formas sanguíneas maduras (Lanza y cols, 2001) y en consecuencia 

reducen la morbi-mortalidad temprana secundaria a infecciones o hemorragias 

(Yoo y cols, 2004). También se ha observado que a pesar del carácter transitorio 

de la reconstitución de la MO descrito en PHM, hay evidencia de que 

subpoblaciones de PHM pueden restablecer la función linfoide en pacientes con 

inmunodeficiencia combinada severa (Muller y cols, 2000) lo que permite su uso 

en reemplazos completos del sistema hematopoyético. 

1.3.1 Trasplantes hematológicos: MO vs SCU 

El trasplante alogénico de CSH y PHM es el tratamiento más usado en 

enfermedades hereditarias hematológicas, no hematológicas, de origen 

oncológico y no oncológico. Durante 20 años la MO se usó como fuente única de 

progenitores hematopoyéticos, hasta que se reconoció la presencia de estos en 

sangre de cordón umbilical (SCU). La SCU se trasplantó exitosamente por 

primera vez a un niño con anemia de Fanconi (Gluckman y cols, 1989). Desde 

ese momento la SCU se ha usado como fuente alternativa de CSH para 

trasplantes (Broxmeyer y cols, 1989; Gluckman y cols, 1992) adquiriendo 

importancia por sus considerables y múltiples ventajas con respecto al injerto de 

MO, como su fácil obtención sin riesgo quirúrgico para el donante y la mayor 
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tolerancia a la disparidad de HLA, entre otras (Tabla 3) (Hows y cols, 1992; 

Mayani y cols, 1998; Kurtzberg, 1996). 

Tabla 3. Ventajas relativas del reemplazo hematológ ico con SCU. 

 

La mayor desventaja de la SCU con respecto a la de MO es que el número total 

de CSH recuperadas por unidad de SCU es aproximadamente 1/10 de lo que se 

encuentra en cada unidad de MO. Esto puede afectar el resultado final de los 

trasplantes ya que el éxito de los mismos depende de la dosificación de CSH 

trasplantadas por kilogramo de peso (Weaver y cols, 1995; Johnsen y cols, 1999). 

Por esta razón, hasta ahora la mayoría de los trasplantes de SCU se ha realizado 

con éxito en población pediátrica (Sanz, 2004). Sin embargo su uso se ha 

extendido a adultos que no tienen un donante de MO HLA compatible (30% de 

todos los casos en Estados Unidos) en los que su deterioro es inminente en 

ausencia de trasplante (Sanz, 2004; Laughlin y cols, 2004; Rocha y cols, 2004). 

El amplio espectro de pacientes que pueden verse beneficiados sumado a la 

equivalencia en la efectividad con el de MO y las tasas de supervivencia de los 

mismos (Rocha y cols, 2001; Shi-Xia y cols, 2009) subraya la importancia 

terapéutica que ha adquirido el reemplazo hematológico con SCU. Desde el 

descubrimiento del llamado factor de crecimiento para células stem (SCF), se 

abrió la posibilidad de ampliar los números de CSH y PHM en aras de aumentar 

la efectividad de los trasplantes. Por esta razón hubo gran entusiasmo en usar 

este factor en combinación con otras citoquinas para lograr lo que se denominó la 

“expansión” de CSH. A continuación se describirán algunos de los hallazgos 

relacionados con los efectos de la expansión de CSH en los trasplantes.  

1.3.2 Expansión de CSH con citoquinas y trasplante hematológico  
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Como se anticipó, a partir del descubrimiento del SCF múltiples factores de 

crecimiento se probaron para aumentar los números de CSH y progenitores 

hematopoyéticos (Hofmeister y cols, 2007). Entre estos factores se cuentan el 

TPO, Flt-3L, las interleuquinas -1, -3 y -6, el factor estimulante de colonias 

granulocito (G-CSF) y el factor estimulante de colonias granulocito-macrófago 

(GM-CSF) (Hofmeister y cols, 2007).  De las anteriores, las llamadas citoquinas 

de acción temprana (TPO, SCF y Flt3L) mantienen y amplifican progenitores 

hematopoyéticos primitivos potenciando mutuamente sus efectos (Herrera y cols, 

2001; Hofmeister y cols, 2007). No tardó entonces la evaluación de ensayos 

clínicos de fase I, para probar que la administración de CSH expandidas en 

suspensión con citoquinas no resultaba tóxica ni incrementaba el riesgo inherente 

al trasplante (Alcorn y cols, 1996). Sin embargo, el estudio de fase II no 

proporcionó los resultados esperados, ya que todos los pacientes transfundidos 

con unidades expandidas debieron ser re-infundidos con unidades no expandidas 

para aumentar el conteo de neutrófilos post-trasplante (Holyoake y cols, 1997). 

Tampoco se dieron mejores resultados al combinar unidades expandidas con no 

expandidas, a pesar del aumento sustancial de los conteos celulares de los 

injertos (Jaroskac y cols, 2003). Una revisión reciente demuestra que los 

trasplantes en humanos con unidades de SCU expandidas con citoquinas han 

fallado debido a que estas unidades tardan en reconstituir la hematopoyesis de 

los pacientes trasfundidos (Kelly y cols, 2009).  

Estos hallazgos combinados con la evidencia de la pérdida de la expresión de 

marcadores hematopoyéticos (CD34 principalmente) durante el cultivo de 

expansión permitían especular que el fracaso de los trasplantes con células 

expandidas es el resultado de la falla en la repoblación por la diferenciación de 

estas células (Srour y cols, 1999). A pesar de ser una posibilidad bastante 

aceptada, nuevas evidencias han apuntado a que el problema pueda ser otro 

distinto de la diferenciación. Recientemente se observó que al co-trasplantar 

células CD133+ expandidas y no expandidas, a pesar de preservar el marcador 

de primitividad CD133+, solo las células no expandidas producen repoblación de 

la MO a largo plazo (Kelly y cols, 2009). Estos hallazgos confirman lo que se 
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observó en ratones xenotrasplantados en donde se muestra que las CSH 

humanas expandidas tienen capacidad de generar todos los linajes sanguíneos 

pero tardan en repoblar la MO (Güenechea y cols, 1999; Möbest y cols, 1999).  

Algunos estudios han demostrado que las CSH expandidas no se localizan 

eficientemente en la MO (Ahmed y cols, 2004; Dooner y cols, 2004; Cerny y cols, 

2002). En uno de estos estudios, se compara el trasplante de células CD34+ 

expandidas y no expandidas (usando diferentes muestras y diluciones) 

encontrando menores números de CSH expandidas en la MO después de 24 h de 

su inoculación (Ahmed y cols, 2004). El anterior estudio mejora las condiciones 

experimentales del de Herrera y cols, en donde se observa (mostrando un solo 

ensayo) que la expansión no afecta la colonización de la MO (Herrera y cols, 

2001). Ahmed y cols, encuentran además que cuando se trasplantan CSH 

expandidas la concentración de estas células en otros tejidos (como los 

pulmones) está aumentada (Ahmed y cols, 2004). Este hallazgo también fue 

reportado por otros investigadores que muestran que las células expandidas y 

trasplantadas persisten en el pulmón hasta por ocho semanas (Cerny y cols, 

2002; Dooner y cols, 2004). Experimentos de inyección intramedular de CSH 

expandidas muestran que estas repueblan la MO inyectada, pero son incapaces 

de circular y migrar a otros lugares de hematopoyesis, como si lo hacen las 

células no expandidas (Yamamura y cols, 2008).  

Gran cantidad de evidencia demuestra que el cultivo de células CD34+ con 

citoquinas de acción temprana modifica las propiedades de adhesión, migración y 

motilidad de estas células (Ramírez y cols, 2001; Giet y cols, 2001; Gothot y cols, 

2003; Dravid y cols, 2002; Giebel y cols, 2004; Bonig y cols, 2006; Yamamura y 

cols, 2008). Estos estudios, realizados por diferentes grupos, revelan cambios 

fundamentales en la expresión y activación de moléculas como VLA-4, VLA-5, 

LFA-1 y CXCR4, que como se ha ilustrado son cruciales en la localización 

adecuada de las CSH dentro de la MO.  

Se ha demostrado con progenitores hematopoyéticos murinos y humanos que la 

expansión disminuye selectivamente la migración mediada por la interacción VLA-
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4/VCAM-1 (Bonig y cols, 2006; Foguenne y cols, 2009). Por otra parte, el cultivo 

de expansión con citoquinas aumenta la motilidad de las CSH, polarizándolas por 

acción de la vía fosfoinositol 3 quinasa (PI3K) (Giebel y cols, 2004). Las CSH 

expandidas aumentan la quimiotaxis mediada por la señal de proteínas G 

inducida por la estimulación del receptor CXCR4 (Bonig y cols, 2006). Se ha 

postulado que la expansión de progenitores hematopoyéticos con citoquinas 

induce un cambio en el uso de las vías moleculares para la anidación de las CSH 

en la MO: en las células frescas es preponderante la interacción VLA-4/VCAM-1, 

mientras que en las expandidas son las vías quimiotácticas las que predominan 

(Bonig y cols, 2006). Recientemente, Foguenne y cols, demostraron que las 

células CD34+ aisladas de SCU expandidas con citoquinas desligan su proceso 

de localización en la MO de las señales mediadas por VLA-4 y CXCR4 

(Foguenne y cols, 2009). La evidencia anteriormente descrita demuestra que la 

expansión de CSH en cultivo con citoquinas afecta las vías que regulan la 

circulación y el tránsito de las CSH que permiten que estas células aniden sus 

nichos naturales.   

1.3.3 Expansión de CSH en co-cultivo con CSM y tras plante hematológico 

En los últimos años se ha comprobado con suficiencia que la expansión de CSH y 

PHM usando citoquinas de acción temprana es mucho más eficiente usando CSM 

o las llamadas células estromales de MO como capa alimentadora (Huang y cols, 

2007; Fei y cols, 2007, Robinson y cols, 2006; Walenda y cols, 2009, Walenda y 

cols, 2011). El resultado de los trasplantes de CSH después de la expansión en 

co-cultivo con CSM es significativamente mejor que su control sin CSM (Huang y 

cols, 2007; Walenda y cols, 2011). Este efecto coadyuvante en los 

xenotransplantes hematopoyéticos se ha atribuido a una mejor preservación de 

un fenotipo inmaduro en las CSH (Fei y cols, 2007, Walenda y cols, 2011) pero 

también al incremento en la anidación de CSH en MO y bazo (Chan y cols, 2007). 

Por otra parte la co-inyección de CSM ha mostrado utilidad clínica como 

coadyuvante en trasplantes de CSH (Koç y cols, 2000; Lazarus y cols, 2005; Le 

Blanc y cols, 2007) así como en xenotransplantes (Noort y cols, 2002; Lee y cols, 
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2008; Delalat y cols, 2009). Los resultados prometedores de los xenotransplantes 

de CSH pre-cultivadas con CSM y expandidas con citoquinas dieron pie para 

probar esta estrategia en estudios clínicos. Actualmente un estudio, que evalúa la 

seguridad y eficacia de trasplantar CSH precultivadas con CSM y citoquinas de 

acción temprana (adicionando G-CSF), está en curso (desde el año 2007) 

presentando resultados parciales muy alentadores (Robinson y cols, 2011).  

El contraste de los resultados de los trasplantes de CSH que comparan 

tratamientos de expansión con citoquinas solas o sobre una capa alimentadora de 

CSM (Kelly y cols, 2009), permite presumir que existen cambios celulares que 

promueven la repoblación medular de las CSH. La evidencia de un deterioro de 

las capacidades migratorias y adhesivas en moléculas cruciales que afectan la 

anidación de las CSH a la MO sugiere un mecanismo subyacente de 

restauración.  

En este trabajo se plantea la hipótesis de que las alteraciones en las capacidades 

migratorias, adhesivas y de motilidad celular inducidas en las CSH por el cultivo 

de expansión con citoquinas, a su vez pueden ser moduladas por el co-cultivo 

con CSM.  

Como primera fase de la aproximación experimental se optimizaron los 

procedimientos de aislamiento inmunomagnético de células CD34+ de SCU y de 

CSM de MO. En esta fase del estudio se estableció un protocolo de selección 

costo-efectivo de muestras de SCU para el aislamiento de los números de células 

CD34+ necesarios para su evaluación experimental (Perdomo-Arciniegas y 

Vernot, 2012, Artículo N°1). Se normalizaron las condiciones del cultivo de 

expansión con citoquinas de las CSH evaluando los marcadores CD34+, CD133+, 

Gata-2, Notch-1 y Bmi-1. La normalización de la expansión de células CD34+ se 

complementó con ensayos de proliferación medidos por la dilución de CFSE 

(carboxifluoresceina succinimidil ester) y ensayos de clonogenicidad primaria 

atestiguando la presencia de células divididas con una mínima diferenciación.  
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Luego de este paso se estableció el modelo de co-cultivo entre CSH y CSM con 

citoquinas de acción temprana y se valoró comparativamente la migración y 

adhesión in vitro mediada por VCAM-1, FBN, ICAM-1 y por el eje quimiotáctico 

SDF-1/CXCR4. La expresión diferencial de moléculas de adhesión se estableció 

por citometría de flujo y qRT-PCR. Además se establecieron los factores que 

influencian la expresión y localización subcelular diferencial de LFA-1 en CSH co-

cultivadas y no co-cultivadas. Se valoró la motilidad en tiempo real de las células 

co-cultivadas y las no co-cultivadas con CSM además de algunas de las vías de 

señalización intracelular involucradas en ese proceso.  

Los resultados de este trabajo indican que el co-cultivo con CSM de células 

CD34+ en expansión modula las respuestas de movilidad y adhesión a agentes 

quimiotácticos favoreciendo una migración más específica mediada por VCAM-1 

(Perdomo-Arciniegas y Vernot, 2011, Artículo N° 2). En estas células se encontró 

que prevalece la migración mediada por VCAM-1 sobre los estímulos 

quimiotácticos. La señalización a través de LFA-1, la vía PI3K/Akt, Bmi-1 y la 

menor expresión de CXCR4 parecen estar involucradas en esta modulación.  
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2. OBJETIVOS 

Establecer los efectos del co-cultivo con células stem mesenquimales (CSM) en 

las propiedades migratorias y adhesivas de células CD34+ expandidas con 

citoquinas de acción temprana. 

2.1 Objetivos específicos 

1. Optimizar las condiciones de aislamiento de células CD34+ de SCU y de 
células stem mesenquimales (CSM) de MO humana. 

2. Establecer el tiempo de cultivo de células CD34+ con citoquinas de acción 
temprana para obtener expansión con mínima diferenciación. 

3. Establecer las condiciones del co-cultivo de expansión de células CD34+ y 
CSM determinando el grado de diferenciación y proliferación de forma 
comparativa con las células CD34+ expandidas solo con citoquinas. 

4. Comparar la migración y adhesión de células CD34+ expandidas con 
citoquinas en presencia o ausencia de CSM. 

5. Establecer la expresión diferencial de moléculas de adhesión entre células 
CD34+ expandidas con citoquinas en presencia o ausencia de CSM. 

6. Determinar los factores que influencian la expresión diferencial de 
moléculas de adhesión entre células CD34+ expandidas con citoquinas en 
presencia o ausencia de CSM. 

7. Comparar la motilidad en tiempo real de células CD34+ expandidas con 
citoquinas en presencia o ausencia de CSM. 

8. Determinar la actividad de las vías Akt y Erk en células CD34+ expandidas 
con citoquinas en presencia o ausencia de CSM 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Recolección de muestras de SCU. 

La recolección de SCU se realizó mediante el procedimiento aprobado por el 

comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de 

Colombia, previo a la firma del consentimiento informado de la madre (Anexo 1).  

Se seleccionaron gestantes con embarazo único, a término (más de 36 semanas) 

y pruebas serológicas negativas para Virus de Inmunodeficiencia Humana, 

Hepatitis B, Sífilis y Toxoplasmosis. Se seleccionaron los donantes nacidos por 

parto vaginal, excluyendo cesáreas. El parto se atendió de acuerdo con las 

prácticas clínicas cotidianas del Instituto Materno Infantil, incluyendo el 

pinzamiento del CU después del cese de sus pulsaciones. En más del 93% de los 

partos incluidos se realizó un pinzamiento tardío del CU (> 3 min). Las muestras 

de SCU se recogieron antes del alumbramiento por personal entrenado . Previo a 

la recolección de la muestra,  se realizó antisepsia con yodopovidona en el sitio 

de punción. La muestra se recolectó de la vena del CU por medio de un sistema 

cerrado con tubos venojet estériles heparinizados (tapa verde, BD, Vacutainer, 

Franklin Lakes, NJ, USA). Las muestras se procesaron para aislar la fracción de 

células de baja densidad (FCBD) en un tiempo menor a las 12 horas. Contando la 

estandarización de los procedimientos se procesaron 190 muestras. 

3.2 Recolección y almacenamiento de datos clínicos.  

Para cada una de las muestras se recogieron los siguientes datos clínicos tanto 

de la gestante como del neonato: edad materna, edad gestacional (cálculo 

obstétrico), fórmula obstétrica (número de gestaciones y partos anteriores), hora 

del parto, sexo, peso y talla del neonato. Adicionalmente se registró si se hace un 

pinzamiento del CU diferente al practicado normalmente (>3 min). El 

almacenamiento de estos datos se realizó en una matriz del programa Microsoft 

Access (Microsoft Corporation). 
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3.3 Aislamiento de la fracción de células de baja d ensidad (FCBD) de SCU  

Las muestras de SCU se separaron por centrifugación a 800 x g por 30 minutos 

retirando cuidadosamente la capa de leucocitos de la interfase (buffy coat). Para 

el aislamiento de la FCBD, se sirvieron 24 ml de medio RPMI incompleto (RPMI-

1640 (GIBCOBRL, Grand Island, NY, USA) suplementado con 25 mM Hepes 

(Sigma, St Louis, MO, USA), 32 mM bicarbonato de sodio (Sigma, St Louis, MO, 

USA), 0,11 g/L ácido pirúvico (Sigma, St Louis, MO, USA) y vitaminas 

(GIBCOBRL, Grand Island, NY, USA), pH 7,4) en un tubo estéril de 50 ml.  El 

buffy coat colectado se resuspendió en el RPMI incompleto. Esta suspensión se 

sirvió lentamente en tubos de vidrio estériles (tapa roja, BD, Vacutainer, Franklin 

Lakes, NJ, USA) que contenían cada uno 2 ml de Ficoll-Hypaque (densidad 1.077 

g/ml, Histopaque, Sigma, St Louis, MO, USA) completando en cada tubo 7 ml. 

Luego los tubos se centrifugaron a 500 x g durante 30 min. La interfase de la 

FCBD que contenía un alto porcentaje de eritrocitos (Fig. 4), se recuperó con 

pipetas de trasferencia estériles dispensándola en un tubo con RPMI incompleto. 

Posteriormente la suspensión celular se lavó 3 veces en RPMI incompleto 

(centrifugando a 500 x g durante 7 min). La FCBD se resuspendió en 10 ml de 

PBS (Phosphate Buffer Solution). El conteo celular automatizado se realizó con el  

hematocitómetro Sysmex KX-21 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) (Fig. 4). Se 

determinó la viabilidad celular mediante la exclusión del colorante azul de Tripán. 

 
Figura 4. Conteo automatizado de la FCBD. 
Parámetros que se tuvieron en cuenta del reporte del hematocitómetro. WBC: número de 
leucocitos. RBC: número de eritrocitos. LYM%: Porcentaje de linfocitos. LYM#: número de 
linfocitos. 
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3.4 Separación inmunomagnética de células CD34 + de SCU  

Por cada FCBD se calculó el promedio entre el número de leucocitos (WBC) (Fig. 

4) y el número de linfocitos (LYM#) (Fig. 4). Con base en este promedio 

multiplicado por 10 (ml de volumen de PBS), se calculó el volumen a añadir de los 

componentes del kit de purificación de células CD34+ (CD34 isolation kit, Miltenyi 

Biotec, Bergish Gladbach, Germany) como se describe a continuación.  La FCBD 

se centrifugó a 500 x g por 7 min y se descartó completamente el sobrenadante. 

Se adicionaron 100 µl de “buffer de bloqueo” (PBS/ 2 mM EDTA / 0,5% BSA) frío 

y 100 µl de solución bloqueo (anticuerpo anti-Fc, CD34 isolation kit, Miltenyi 

Biotec, Bergish Gladbach, Germany) por cada 1 x 108 células. Esta suspensión 

celular se incubó durante 15 min a 4°C. Se adicionaron 100 µl de solución de 

perlas magnéticas anti-CD34+ (clon QBEND10, epítope de clase I) del kit por 

cada 1 x 108 células. La mezcla celular con las perlas magnéticas se incubó 

durante 50 min a 4°C y se adicionó a una columna LS (Miltenyi Biotec) acoplada 

al magneto (MidiMACSTM, Miltenyi) previamente lavada con 5 ml de “buffer de 

bloqueo”. Se vertió la muestra en la columna y se lavó con 40 ml de “buffer de 

bloqueo” frío, el volumen resultado de la elución de esta columna (que contiene 

las células CD34-) se recogió en un tubo de 50 ml de capacidad. Para recuperar 

las células CD34+ se retiró  la columna del magneto y sobre un tubo de 15 ml se 

vertieron 10 ml de “buffer de bloqueo”. Finalmente se aplicó el émbolo obteniendo 

aproximadamente una suspensión de 10 - 14 ml que contiene las células CD34+. 

La suspensión de células CD34+ se lavó 3 veces en RPMI 1640. El conteo celular 

se realizó en cámara de Neubauer, determinando el porcentaje de viabilidad 

mediante la exclusión del colorante azul de Tripán. Se determinó la pureza por 

citometría de flujo marcando con un anticuerpo contra CD34 marcado con 

aloficocianina (APC) (Clon AC136, Miltenyi, epítope de clase III). 

3.5 Aislamiento de células stem mesenquimales  

Las CSM se aislaron de muestras de MO de pacientes sometidos a cirugía 

ortopédica en el Hospital de la Misericordia de Bogotá D.C., previo 
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consentimiento informado del paciente o de su acudiente en el caso de menores 

de edad (Anexo 2). Todos los procedimientos se aprobaron por el comité de ética 

de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y del Hospital 

de la Misericordia. Se recibió del médico ortopedista tratante un volumen de MO 

aproximado entre 1 y 5 ml, recuperado de las osteotomías el cual fue colectado 

en un tubo estéril de 50 ml que contenía 200 µl de PBS más 0,03 M EDTA pH 8.5 

(Sigma). En algunos casos se recibieron también espículas de hueso de las 

osteotomías, las cuales se maceraron y filtraron (con gasa estéril) para el 

aislamiento de CSM. De la suspensión celular resultante se aisló la FCBD de la 

misma forma que en SCU (ver atrás). El conteo celular automatizado se hizo por 

medio del Sysmex KX-21 (Sysmex Corporation). Se determinó la viabilidad 

mediante la exclusión del colorante azul de Tripán en cámara de Neubauer. Las 

células aisladas en la FCBD se sembraron en una caja de 75 cm2 (USAScientific, 

 Ocala, FL, USA) a una densidad máxima de 7 x 105 células/cm2 en 14 ml de 

IMDM suplementado con Glutamax (Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, USA), 

piruvato de sodio 1% (Sigma), 1% aminoácidos no esenciales (Sigma) y 10% SFB 

(Microgen Ltda, Colombia) (IMDM completo). Se incubaron durante dos días a 

37°C, 5% de CO2 y humedad del 95%, se retiró el sobrenadante y se añadió 

nuevamente IMDM completo. Se verificó la presencia de células adherentes con 

apariencia fibroblastoide y se cuantificó la confluencia relativa. Cada tercer o 

cuarto día se reemplazó completamente el medio retirando los restos de células 

no adherentes. Al alcanzar una confluencia de CSM de más del 80% las células 

se despegaron de la caja para realizar el primer pase. Para esto, las células se 

incubaron durante 5 min a 37°C con 7 ml de una solución de PBS suplementada 

con 0,25% de tripsina de páncreas bovino (Sigma) y EDTA (Gibco) a 1 mM. Para 

inactivar la tripsina se añadieron 7 ml de 20% SFB/PBS. Se recuperó la 

suspensión celular en un tubo estéril de 15 ml (USAScientific, Ocala, FL, USA) y 

se centrifugó a 500 x g durante 7 min. Se descartó el sobrenadante y se añadió 

IMDM completo. La suspensión celular se lavó tres veces y se contó en cámara 

de Neubauer para luego sembrar aproximadamente 3 x 103 células/cm2.  
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3.6 Congelamiento de CSM 

Alrededor de 5 x 105 CSM de segundo pase se congelaron en medio IMDM 

suplementado con Glutamax (Gibco), 30% SFB (Microgen Ltda, BOG, Colombia)  

y 10% de dimetilsulfóxido (Sigma) en crioviales de 2 ml (Corning). Los viales se 

congelaron a -20°C durante 2 h, a -70°C durante la noche y posteriormente se 

transfirieron a nitrógeno líquido. Todas las muestras congeladas se usaron con 

menos de un año de almacenamiento. 

3.7 Ensayos de multipotencialidad de CSM 

Para determinar la capacidad osteogénica de las CSM, en placas de 24 pozos 

(USBiological) se sembraron 1 x 104 células/pozo suspendidas en 1 ml de medio 

osteogénico. Como ha sido reportado antes (Pittenger y cols, 1999), el medio 

osteogénico está definido como IMDM suplementado con Glutamax (Gibco), 10% 

de SFB (Micro gen Ltda), 1 mM de piruvato de sodio (Sigma), 1 X aminoácidos no 

esenciales (Sigma), 1 X penicilina/ estreptomicina/ anfotericina B (Gibco), 50 µM 

de ácido ascórbico (Sigma), 10 mM de β-glicerofosfato (MPBiomedical), 200 nM 

de dexametasona (Sigma). Cada tercer o cuarto día el medio osteogénico se 

retiró y se renovó con 1 ml de medio nuevo hasta completar 21 días. Al final del 

cultivo se retiró el medio y se fijaron las células con paraformaldehido al 4% 

durante 2 min. Se lavó con TBS tween al 0,05% (TBST). Se cubrió con solución 

activadora (0,1 M Tris, 0,1 M NaCl, 5 mM MgCl, pH 9,5) durante 10 min a 

temperatura ambiente (TA). Para la tinción de fosfatasa alcalina se añadió a cada 

pozo 1 ml de solución activadora con 50 mg/ml NBT y 50 mg/ml de BCIP 

(Promega) y se incubó entre 5 a 10 min a TA. Posteriormente se detuvo la 

reacción lavando con TBS dos veces. 

Para determinar la capacidad adipogénica de las CSM, 2 x 104 células/pozo se 

sembraron en placas de 24 pozos (USBiological), en medio adipogénico definido 

como IMDM suplementado con Glutamax (Gibco), 20% de SFB (Micro gen Ltda), 

1 mM de piruvato de sodio (Sigma), 1 X aminoácidos no esenciales (Sigma), 1 X 
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penicilina/ estreptomicina/ anfotericina B (Gibco), 500 µM de isobutil-metilxantina 

(Sigma), 200 µM de indometacina (Sigma), 100 ng/ml de insulina (Sigma). El 

medio adipogénico se retiró y renovó cada tercer o cuarto día. Al cabo de 21 días 

de cultivo se retiró el medio del pozo y las células se fijaron con paraformaldehido 

al 10% durante 30 min a TA. Se retiró el PFA y se lavó con agua destilada (1 

vez). Posteriormente las células se permeabilizaron con 60% de isopropanol 

(Merck) por 5 min a TA. Se añadió a cada pozo una solución de aceite rojo al 

0,15% (Sigma) disuelto en isopropanol al 60%, con la que se incubó durante 15 

min a TA. Esta solución se retiró y se lavó con agua destilada. 

Para determinar la capacidad condrogénica de las CSM, 3 x 105 células/pozo se 

siembran en placas de 24 pozos (USBiological) suspendidas en medio 

condrogénico definido como IMDM suplementado con Glutamax (Gibco), 1 mM de 

piruvato de sodio (Sigma), 1 X aminoácidos no esenciales (Sigma), 1 X penicilina/ 

estreptomicina/ anfotericina B (Gibco), 50 µM de ácido ascórbico (Sigma), 100 nM 

de dexametasona (Sigma) 10 ng/ml de TGF-β1 (transforming growth factor-β1) 

(Sigma) y 5 ng/ml de FGF-β (fibroblast growth factor-β) (Sigma). Se retiró el 

medio condrogénico, renovándolo cada tercer o cuarto día. Al cabo de 21 días de 

cultivo se retiró el medio del pozo y se incubaron las células con PFA al 4% 3 min 

a TA. Se retiró el PFA y se lavó con agua destilada (1 vez). Se añadió en los 

pozos etanol (Merck) al 70%, se incubó un minuto a TA y se lavó con agua 

destilada. Se repitió el anterior procedimiento una vez y se añadió etanol al 95%. 

Se incubó por 5 min a TA, se retira el etanol y se añadió una solución de 

Safranina-O (Sigma) o de Toluidina-O (Sigma) al 1%, incubando durante 15 min a 

TA. Esta solución se retiró y se lavó con agua destilada. 

3.8  Expansión de células CD34 + con citoquinas de acción temprana. 

Las células frescas CD34+ se sembraron en cajas de 24 pozos, a una densidad 

aproximada de 1 x 105 células por pozo y por ml de medio completo (RPMI 1640 

más SFB al 10%). Las células se cultivaron a 37°C y 5% de CO2 en medio 

completo suplementado con citoquinas de acción temprana SCF a 50 ng/ml, TPO 
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a 50 ngl/ml y Flt3L a 50 ng/ml durante 3, 5 y 14 días. Cada cuarto día el volumen 

correspondiente a un pozo se dividió en dos pozos agregando nuevo medio de 

cultivo para completar el volumen inicial. 

3.9 Condiciones de co-cultivo de CSM y células CD34 + o células REH 

Alrededor de 3 x 104 CSM (entre tercer y quinto pase) por pozo se sembraron en 

placas de 24 pozos y se cultivaron en IMDM más Glutamax (Gibco) con SFB al 

20% a 37°C y 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia del 90%. 

Posteriormente células CD34+ recién aisladas de SCU se cultivaron sobre las 

CSM a una densidad entre 1- 1,5 x 10 5 célula/pozo en medio RPMI 1640 

completo. 

En algunos ensayos de co-cultivo se usaron células REH (leucemia linfoblástica 

aguda, línea celular pro-B, ATCC) que se cultivaron sobre las CSM a una 

densidad entre 1- 1,5 x 10 5 célula/pozo en medio RPMI 1640 completo durante 

tres días. Como control se usaron células REH en medio RPMI completo sin la 

presencia de CSM. 

3.10 Marcación de células CD34 + con CFSE 

Células CD34+ recién aisladas de SCU se incubaron durante 10 min a 37°C en 

500 µl de buffer 0,1% BSA/PBS con carboxifluoresceina diacetato succinimidil 

ester (CFSE) (CellTrace CFSE Cell Proliferation kit, Molecular Probes, Invitrogen) 

a una concentración final de 5 µM. Luego se añadieron 10 ml de RPMI completo 

(suplementado con SFB al 10%) y se incubó durante 5 min en hielo. Se lavó con 

RPMI, centrifugando tres veces a 400 x g y se resuspendió en RPMI completo. Se 

incubó por otros 30 min a 37°C con el medio completo para retirar el excedente 

de CFSE. En algunos experimentos el pico de células no divididas se determinó 

preincubando las células durante 3 h con mitomicina C (Sigma) a una 

concentración de 10 µg/ml. Se evaluó la viabilidad de los cultivos por medio del 

recuento en cámara de Neubauer con 0,2% de azul de Tripán.    
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3.11 Definición de las condiciones de cultivo  

Células CD34+ recién aisladas de SCU marcadas o no con CFSE se sembraron 

en placas de cultivo 24 pozos a una densidad entre 1- 1,5 x 105 células/pozo en el 

medio descrito RMPI 1640 completo a 37°C y 5% CO2, en tres condiciones 

principales: 

1- Co-cultivo con CSM sin citoquinas (HM) 

2- Co-cultivo con CSM con citoquinas (HMC)  

3- Cultivo libre de CSM con citoquinas (HC) 

Las concentraciones de citoquinas son las que se describen en el punto 3.8 de 

este trabajo. En algunos experimentos se utilizó un sistema de co-cultivo sin 

contacto intercelular con CSM sembradas en placas de 24 pozos, añadiendo las 

células CD34+ en la cámara superior del sistema transwell (poro de 0,4 µm) 

(HMC, transwell 0,4 µm) (6.5 mm diameter, Corning Costar, Cambridge, MA, 

USA).  

3.12 Condiciones de cosecha de las células CD34 + co-cultivadas con CSM 

En el caso de células CD34+ previamente marcadas con CFSE, todas las células 

se cosecharon por pipeteo repetitivo sistemático recuperando el medio servido en 

un tubo estéril de 15 ml (USA Scientific). Adicionalmente se hicieron tres lavados 

con 1 ml de PBS, verificando a través del microscopio invertido que en los pozos 

cosechados las células se retiraran en su totalidad.  

Para  los análisis de PCR en tiempo real, clonogenicidad primaria, migración y 

adhesión celular en los que las células CD34+ no se marcaron con CFSE y 

estaban en co-cultivo con CSM, las células no adherentes se cosecharon dejando 

adheridas las CSM. Se retiró suavemente el medio con células en suspensión, 

lavando tres veces cada pozo con 1 ml de PBS (sin mezclar con la pipeta). Para 

retirar las células adherentes se hizo un lavado final con PBS /1mM EDTA. En 
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algunos casos la fracción de CSM se cosechó con PBS más 0,25% de tripsina y 

1mM de EDTA. 

3.13 Determinación de la expresión de moléculas por  citometría de flujo 

Después de los tratamientos señalados 6 - 8 x 104 células se resuspendieron en 

100 µl de PBS con 2% BSA y se transfirieron a un tubo de polipropileno con la 

cantidad de anticuerpo titulada previamente como óptima en cada ensayo. Los 

anticuerpos monoclonales usados fueron anti-CD34PE (581, Caltag), anti-

CD34APC (AC136, Miltenyi Biotec), antiCD11aPE (MEM25, Caltag), 

antiCD11aAPC (H111, BD), anti-CD44PE (MEM85, Caltag) anti-CD54FITC o 

antiCD54PE (MEM111, Caltag), anti-CD49dAPC (MZ1824A9, Miltenyi Biotec), 

anti-CD133 (AC133, Miltenyi Biotec), anti-CD106PE (Clon STA, AbD Serotec, 

Raleigh, NC, USA) o (5110C9, BD), CD105 FITC (AbD Serotec), CD90-FITC (BD 

Pharmingen), CD73-PE (BD Pharmingen), HLA-I-FITC (Caltag, Invitrogen), CD13-

PE (BD Pharmingen), CD34-APC (Miltenyi), CD45 PerCP (BD Pharmingen), HLA-

DR FITC (Caltag, Invitrogen), anti-CXCR4PE (12G5, Caltag),  CD49e-PE (BD). 

Los anticuerpos indirectos usados fueron anti-CD49e (SAM-1, Zymed, Invitrogen) 

y anti-CD18 (MEM148, Abcam). Se incubaron durante 30 min en la oscuridad y se 

realizaron dos lavados con PBS. En el caso de marcación indirecta anti-isotipo 

marcado anti-mouse IgGAPC o IgGFITC (Caltag). Para los ensayos de 

endocitosis de CXCR4 y de inactivación de LFA-1 (clon H111) se realizó una 

incubación adicional con 100 ng/ml de SDF-1 a 37°C durante 30 min o 1 h antes 

del marcaje con el anticuerpo mencionado. Las adquisiciones se realizaron 

usando un citómetro FACScalibur (BD) o FACS Aria II (BD, Becton Dickinson, 

San Diego, CA, USA). Para el análisis de los datos se usaron los programas 

WinMDI2.9 (Phoenix, AZ, USA) o FACS Diva software (BD). Se seleccionaron las 

células CFSE+ para el análisis de la expresión de CD34, CD133, CXCR4 y 

moléculas de adhesión en CSH. Anticuerpos de control de isotipo se usaron como 

control negativo para ajustar los cuadrantes.  
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3.14 Separación celular por citometría de flujo ( sorting) 

La separación celular se realizó en un citómetro FACS Aria II (BD). Previo a la 

separación se estableció el umbral de adquisición (threshold) de las células con 

base en el volumen celular (forward scatter). Se adquirió la muestra y con base 

en el diagrama de forward scatter vs side scatter se dibujó la región 

correspondiente a las células. Posteriormente con base en la adquisición y el 

diagrama de células marcadas y sin marcar se establecieron las ventanas de 

positividad (CD133-PE) y negatividad del marcador, respectivamente. Usando 

una nozzle de 70 µm, ajustando los parámetros del stream (Gap 6) y dropdelay se 

hizo una separación celular a dos vías, de las poblaciones CD133+ y CD133- de 

células expandidas por 14 días con citoquinas de acción temprana de acuerdo 

con el marcaje realizado previamente con el anticuerpo anti-CD133 PE. 

3.15 Cuantificación de citoquinas con perlas especí ficas (CBA) 

Se cuantificaron las citoquinas presentes en los medios de cultivo de las 

condiciones HM, HMC, HC y de CSM (M) recuperados después de tres días de 

incubación en las condiciones mencionadas. En algunos casos se realizaron 

diluciones de estos medios. Las citoquinas IL-8, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF, IL-12p70, 

IL-2, IL-4 e IFN-γ se cuantificaron usando los protocolos de los kits para detección 

de citoquinas inflamatorias (Human Inflammatory Cytokine Kit, BD) y citoquinas 

de tipo Th1 y Th2 (Human Th1/Th2 Cytokine Kit II, BD). El protocolo sugerido por 

el fabricante se modificó levemente ajustando el volumen dispensado de cada 

sobrenadante a 10 o 20 µl. Se cuantificaron las citoquinas mencionadas de los 

sobrenadantes de los cultivos de CSM y de los co-cultivos de estas células con 

células CD34+ que se mencionan adelante. Se omitieron los resultados obtenidos 

de la medición de IL-1β e IL-12p70 dado que la detección fue menor a la 

sensibilidad del ensayo (<10 ng/ml). Los cálculos de las concentraciones de 

citoquinas se hicieron con base en la preparación de estándares según lo 

recomendado por el fabricante y el análisis con el programa BDTM cytometric bead 

array software (BD). 
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3.16 Ensayos de clonogenicidad primaria  

Entre 200 y 250 células CD34+ aisladas de SCU recién aisladas, expandidas o 

separadas por citometría de flujo se resuspendieron en 50 µl de IMDM más 

Glutamax (Gibco) suplementado con 2% de SFB (Micro gen) por cada 500 µl de 

medio MACS® HSC-CFU complete with Epo (#130-091-287, Miltenyi Biotec). Se 

vertió la suspensión en placas de Petri de 35 mm (Corning) como lo recomienda 

el fabricante. En algunos casos se sembró la suspensión celular en medio 

MACS® HSC-CFU complete with Epo en placas de 24 pozos (500 µl/pozo), 

sembrando tres pozos por muestra. Las placas de Petri o de 24 pozos se 

incubaron durante 7 días (ensayos rápidos) o 14 días a 37°C y 5% de CO2. 

Posteriormente se tomaron fotografías de la totalidad de la placa o pozo con una 

cámara Cannon Power-Shot-A640 adaptada a un microscopio invertido con 

objetivo de 4 X (Axiovert C40, Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA) siguiendo 

sistemáticamente los cuadros formados (2 x 2 mm) por una rejilla metálica. Las 

fotografías se analizaron con el programa ImageJ (NIH) haciendo un conteo de 

las colonias formadas (>50 células) y clasificándolas de acuerdo al tipo de 

colonia. Algunas de estas colonias se tiñeron con Giemsa de acuerdo al protocolo 

habitual. 

3.17  Diseño de primers SybrGreen y sondas Taqman® 

Se diseñaron y sintetizaron los primers para la amplificación de las moléculas: 

HoxB4, Pbx-1, Bmi-1, Gata-2, Notch-1 y los respectivos genes “house-keeping” 

GAPDH y 18S ARNr usando el programa Primer Express Software 3.0 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) seleccionando secuencias que abarcaran regiones 

intrónicas de cada uno de los genes. 

Tabla 4. Primers diseñados para cuantificación relativa de ARNm ( SybrGreen). 
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Para las reacciones con la tecnología TaqMan® (Applied Biosystems, Foster City, 

CA) se usaron los TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) con la mezcla de primers y sonda para la amplificación de CD11a 

(Hs00158218), CD49d (Hs00168433), (CD44 Hs01075861). Se usó como gen 

“house-keeping” o de normalización de las amplificaciones del sistema Taqman, 

la proteína de unión a la caja TATA (TBP) dada la baja variabilidad reportada de 

expresión en los distintos sistemas (Applied Biosystems, Foster City, CA) y en el 

sistema comparado. El volumen de esta mezcla se estandarizó con el propósito 

de reducir los volúmenes de uso. 

3.18 Aislamiento y cuantificación de ARN total 

Se aisló el ARN total de células frescas y cultivadas utilizando el método de 

TRIzol (Invitrogen). Terminado el aislamiento el ARN se resuspendió en agua 

ultrapura (30- 50 µl) y se almacenó a -70°C. El ARN total se cuantificó utilizando 

el método fluorométrico de Qubit (Invitrogen) y usando el espectrofotómetro 

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Se verificó la integridad de los ARN aislados 

realizado una electroforesis del ARN en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X 

(60 min, 100 V) y tinción con bromuro de etidio (5 µg/ml) por 30 min. El gel se 

visualizó con transiluminador UV confirmando la presencia de las bandas del ARN 

ribosomal 28S:18S en una relación aproximada de 2:1 (Genesnap/Genetools, 

Syngene, USA). La pureza de los ARNs en relación a la presencia de proteínas 

se obtuvo con el cociente de las absorbancias a las longitudes de onda de 260 

nm y 280 nm (A260/A280) obtenidas por espectrofotometría aceptando un valor 

mayor a 1,8. 

3.19 Síntesis de cADN 

Entre 80 y 100 ng de ARN total se usaron para cada reacción de síntesis de ADN 

complementario (cADN) siguiendo las instrucciones del kit High Capacity cDNA 

reverse transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Se mezcló el ARN 

total, el agua libre de nucleasas y random primers incubando 65°C durante 5 min. 
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Después de enfriar la mezcla en hielo, se añadió el resto de los componentes del 

kit en un volumen final de 20 µl con las concentraciones de dNTPs, transcriptasa 

reversa e inhibidor de ARNasas recomendadas por el fabricante. Para llevar a 

cabo la reacción se programó un perfil de reacción así: 25°C 10 min, 37°C 120 

min, 85°C 5 s. Después de la reacción, el cADN se guardó a -20°C hasta su uso. 

3.20  PCR cuantitativo ( SybrGreen) 

El PCR cuantitativo (qRT-PCR) se realizó utilizando el Power SYBR® Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) según las instrucciones 

del fabricante, ajustando el volumen de reacción a 12,5 µl. Las concentraciones 

de primers (Tabla 4) y de cADN se estandarizaron encontrando unas 

concentraciones óptimas de 200 nM y 20 ng por reacción, respectivamente. Se 

realizaron triplicados por cada gen probado, usando como controles reacciones 

sin plantilla de cADN (Non template controls). Para descartar la amplificación 

genómica se realizaron controles sin retrotranscripción en las reacciones de PCR 

de cada gen y muestra analizada. Usando el equipo 7500 de Applied Biosystems 

se programó un perfil de reacción así: 50°C 2 min, 95°C 10 min y 40 ciclos de 

95°C 15 s, 60°C 60 s. Los datos de fluorescencia se colectaron en cada ciclo en 

la temperatura de 60°C. Después de completada la amplificación se hizo la curva 

de disociación para verificar la presencia de un solo producto, descartando 

aquellos que no mostraran un pico único. En ocasiones, terminada la reacción se 

realizó electroforesis de los productos en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X 

(60 min, 100 V) y tinción con bromuro de etidio. Los datos guardados en archivos 

del formato ABI Prism 7000 SDS software se exportaron como fluorescencia 

cruda a archivos de texto para ser analizados con la aplicación de Excel DART-

PCR, versión 1.0 (Peirson y cols, 2003). Las eficiencias y los valores de Ct 

(threshold cycle) de las curvas obtenidas se analizaron con la aplicación de Excel 

DART-PCR, versión 1.0 (Peirson y cols, 2003) (Fig. 5).  
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Figura 5. Análisis de curvas de amplificación (qRT- PCR) en el programa DART-PCR. 
El panel de la izquierda muestra las curvas de logaritmo de fluorescencia vs ciclo de amplificación 
de duplicados de la amplificación de 2 genes con eficiencias de amplificación distintas. El panel de 
la derecha el análisis estadístico que demuestra la diferencia entre las eficiencias. 

Para obtener los valores relativos de expresión de los genes escogidos se 

promedió la relación de fluorescencia umbral del gen de interés y fluorescencia 

umbral del control interno para cada una de las muestras y réplicas. La 

cuantificación relativa se hizo con respecto al valor obtenido en la muestra de 

referencia (calibrador) En algunas ocasiones la muestra de calibración fue la de 

las células frescas CD34+ (d0) y en otras el día 14 de cultivo de expansión con 

citoquinas (d14). El control interno se escogió con los parámetros aceptados 

como se mencionará más adelante dentro de los resultados. 

3.21 PCR cuantitativo (sondas Taqman®) 

El PCR cuantitativo se realizó utilizando TaqMan® Gene Expression Master Mix 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) siguiendo las instrucciones del 

fabricante ajustando el volumen total de reacción a 12,5 µl. Se estandarizaron las 

concentraciones óptimas de primers, de sonda y de cADN encontrando 

respectivamente 450 nM, 125 nM y 20 ng por reacción. Se realizaron triplicados 

por cada gen probado usando como controles reacciones sin plantilla de cADN. 

Usando el equipo 7500 de Applied Biosystems se programó un perfil de reacción 

así: 50°C 2 min, 95°C 10 min y 40 ciclos de 95°C 15 s, 60°C 60 s. Los niveles de 

expresión de CD49d, CD44 y CD11a se definieron a través de la normalizaron 

con la expresión del gen de TBP mencionado arriba. Los niveles de expresión de 

CD11a, CD44 y CD49d se calcularon relativamente por el método comparativo 

del ciclo umbral o 2-∆∆Ct (Schmittgen y cols, 2008), con base en la expresión de 
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estas moléculas en las células CD34+ expandidas con citoquinas (condición 

definida como HC).  

3.22 Ensayos de migración  

Todos los ensayos de migración se realizaron en cámaras transwell (6,5 mm de 

diámetro, poro de 5 µm, Corning Costar). Las cámaras superiores del sistema se 

recubrieron por 2 h a 37°C con 50 µl de una solución de PBS más el ligando 

respectivo (VCAM-1-Fc (Preprotech, RockyHill, NJ, USA), fibronectina plasmática 

humana (FBN) (Gibco, Invitrogen Corporation) o ICAM-1-Fc (Sigma)) a una 

concentración de 10 µg/ml. Después de la remoción de la solución del ligando y 

lavado de las cámaras superiores, estas se incubaron nuevamente por 30 min a 

37°C con una solución de bloqueo o buffer de migración (RPMI 1640 con BSA al 

2%).  Entre 3 - 4 x 104 células frescas o expandidas con citoquinas (en presencia 

o ausencia de CSM) se adicionan al inserto mencionado. La cámara inferior del 

transwell se llenó con 600 µl de buffer de migración. En los casos de ensayos de 

quimiotaxis se usó SDF-1 (rhSDF-1α, Miltenyi Biotec) a una concentración de 100 

ng/ml o medio condicionado de CSM (de la condición de cultivo HMC). En 

algunos experimentos el anticuerpo monoclonal MEM148 se adicionó a una 

concentración de 10 µg/ml en el buffer de migración de la cámara superior. 

Después de 4 o 24 h de incubación a 37°C y 5% CO2, se retiró el inserto superior 

y se colectaron las células que migraron a la cámara inferior en tubos de 

polipropileno (BD). Se realizaron los conteos a través de citometría de flujo (FACS 

Aria II, BD), determinando el número de eventos durante en 2 min en el flujo 

constante máximo del equipo (flujo de 11) (Se hicieron adquisiciones por 

duplicado de cada experimento). Se usó la migración de células en insertos no 

cubiertos (migración basal) para hacer la relación con la migración inducida por 

los ligandos. Además se determinaron los porcentajes de las células que migran 

(con cada ligando) contando el número de células presentes en la cámara inferior 

multiplicado por 100 y dividido sobre el total de células sembradas. Los datos de 

los porcentajes de células que migraron de cuatro muestras de SCU diferentes, 

se usaron para realizar análisis estadísticos pareados. 
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3.23 Ensayos de adhesión 

Para determinar la adhesión a ICAM-1, se escogió la línea celular endotelial 

híbrida EAhy926 que expresa de manera constitutiva e inducible ICAM-1 

(Lidington y cols, 1999). Las células EAhy926 se sembraron en placas de 96 

pozos a una densidad celular de 2 x 104 células/pozo. Al alcanzar una confluencia 

de más del 90% las células se activaron con 10 ng/ml de TNFα durante toda la 

noche. Antes de realizar los ensayos de adhesión el medio activador se retiró y 

células se lavaron con PBS (2 veces). La expresión constitutiva e inducida de 

ICAM-1 se verificó por citometría de flujo y microscopía de fluorescencia en las 

células EAhy926 usando el anticuerpo anti-CD54-FITC (MEM111, Caltag). Para 

los ensayos de adhesión a FBN, se sembraron 25 µg/ml de FBN plasmática 

humana (Gibco, Invitrogen Corporation) disuelta en solución de bloqueo en placas 

de 96 pozos y esta se incubó durante la noche a 4°C. Las células cosechadas de 

cada condición de cultivo se marcaron con CFSE y se sembraron en los pozos de 

las placas de 96 pozos por triplicado a una densidad celular de 1- 2 x 104 

células/pozo. Después de 4 h de incubación a 37°C y 5 % de CO2, los pozos se 

lavaron cuidadosamente con PBS cuatro veces. Se cuantificó la intensidad de 

fluorescencia de CFSE de cada pozo por medio de un lector de placas Flx800 

Biotek (Biotek, Winooski, VT, USA) programando la lectura con el filtro de 

excitación de 485 nm (+/- 20) y de emisión de 528 nm (+/- 20). Los datos se 

analizaron con ayuda del programa Gen5 data analysis software (Biotek, 

Winooski, VT, USA). El medio condicionado para estimular la adhesión a FBN se 

adicionó antes del paso de incubación en algunos de los ensayos. También se 

uso un anticuerpo bloqueador de VLA-5 (clon SAM-1) a 10 µg/ml en algunos de 

estos ensayos. La intensidad de fluorescencia total tomada antes de la realización 

de los lavados se tomó como el 100% de la adhesión. Cada experimento se 

realizó por triplicado usando dos diferentes muestras de SCU. Para los ensayos 

de adhesión entre CSM y CSH, 5 x 104 células CD34+ cosechadas de los distintos 

tratamientos se sembraron sobre CSM (en las que se confirmó la expresión de 

VCAM-1), que habían sido previamente sembradas en placas de 24 pozos y 

habían alcanzado una confluencia completa. Después de 4 horas de incubación a 
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37°C y 5 % de CO2, cada pozo se lavó cuatro veces con 1 ml retirando las células 

no adherentes. Se tomaron fotografías de campos sucesivos de cada pozo 

usando una cámara digital (Cannon Power-Shot-A640, 10MP) adaptada a un 

microscopio invertido (Axiovert C40, Carl Zeiss, Thornwood, NY, USA) con un 

objetivo de 20 X. Las CSH que se quedaron adheridas a las CSM se analizaron 

de las imágenes tomadas usando la herramienta de conteo del programa ImageJ. 

3.24 Detección de fosfoproteínas por citometría de flujo ( phosphoflow) 

Alrededor de 1 x 105 células de los tratamientos HC y HMC se fijaron en su medio 

inicial adicionando igual volumen de paraformaldehido al 4% (precalentado a 

37°C). De igual manera, se fijaron las células REH previamente cultivadas en 

presencia o ausencia de CSM durante tres días y estimuladas o no con PMA 

(Phorbol-12-Myristate-13-Acetate) a 10 ng/ml durante 15 min a 37ºC. 

Posteriormente, las células CD34+ y REH se incubaron durante 10 min a TA y se 

centrifugaron 5 min a 500 x g. Luego de descartar el sobrenadante, el pellet 

celular se resuspendió con vortex hasta obtener una suspensión. Se añadió 

lentamente 1 ml de metanol al 100% y se incubó 15 min a 4°C. Se descartó el 

sobrenadante luego de centrifugar 5 min a 500 x g y se añadió buffer de bloqueo 

(BSA 2%/PBS). Luego del lavado las células se resuspendieron en 100 µl de y se 

añadieron los anticuerpos anti-Akt pSer473-AlexaFluor647 (clon M89-61, BD) y 

anti ErK pThr202/Tyr204-FITC (clon 20A, BD) a los tubos correspondientes. Se 

marcó durante 20 min a TA en la oscuridad y se lavó 1 vez con 15 volúmenes de 

buffer de bloqueo. Se dejó la suspensión en 300 µl de buffer de bloqueo y se 

adquirieron las muestras inmediatamente en el citómetro FACS AriaII (BD). Se 

determinaron los datos de intensidad media de fluorescencia (IMF) para cada uno 

de los tratamientos y su control sin marcación. 

3.25 Microscopía óptica de fluorescencia y confocal   

Fotografías de las células cultivadas se tomaron con una cámara Cannon Power-

Shot-A640 adaptada a un microscopio invertido (Axiovert C40, Carl Zeiss, 
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Thornwood, NY, USA). Las fotografías se analizaron con el programa ImageJ 

(NIH) haciendo un conteo de las células elongadas o redondeadas. Se contaron 

al menos 1000 células por cada tratamiento. La localización subcelular del LFA-1 

activo e inactivo se detectó usando los anticuerpos indicados en los resultados en 

células no fijadas usando un microscopio confocal   (Nikon Eclipse Ti-U, Japan) 

con instalación para fluorescencia e imagen reflectiva. Las imágenes se 

obtuvieron y se analizaron por medio de los programas  NIS-Elements Advanced 

Research and EZ-C1 software (Nikon), respectivamente.  

3.26 Video-microscopía en tiempo real  

Alrededor de 2 x 105 de células de las condiciones HC o HMC se sembraron en 

placas de 24 pozos con CSM y medio condicionado (confluencia <90%) 

precalentado a 37°C. Se tomaron imágenes secuenciales desde su siembra 

usando el objetivo de 20 X de un microscopio confocal Nikon TI-U (Japan) con 

instalación para imagen reflectiva. Los videos que se tomaron por lapsos de 20 

seg tuvieron una duración total de 45 min. Los datos se procesaron usando los 

programas NIS-Elements Advanced Research software haciendo el análisis 

manual de motilidad usando la herramienta de seguimiento (tracking) celular. 

3.27 Análisis estadístico de los datos 

Para la optimización de la selección de muestras de SCU con base en el número 

de células CD34+ se calculó la estadística descriptiva para todas las variables. Se 

usó un análisis de regresión multivariada para determinar la asociación entre las 

variables independientes (prelaboratorio y laboratorio) y las variables 

dependientes (números totales de células aisladas, pureza y número de células 

CD34 corregidas). En este análisis una p< 0,05 se consideró significativa. La 

multicolinearidad se evaluó independientemente para los valores pre-laboratorio y 

de laboratorio calculando el valor de inflación de la varianza, obteniendo un valor 

menor de 2. Para determinar los mejores criterios de selección para cada variable 

predictiva se construyeron curvas ROC (Receiver Operator Characteristics). Para 
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realizar los anteriores análisis se utilizó el programa STATA MP/10 (Stata Corp., 

College Station, TX, USA). 

Para determinar la normalidad de los grupos de datos se aplicó el test de Shapiro-

Wilks. En el caso de las comparaciones entre migración adhesión y expresión de 

moléculas de adhesión entre HC y HMC se usó un test de rangos pareados de 

Wilcoxon. El test de ji cuadrado se utilizó para comparar la proporción de células 

elongadas y redondeadas. El análisis de varianza de Friedman se usó para 

analizar los datos de expresión de CD34 realizando un test post-hoc de 

comparación múltiple de Dunn. En los análisis de los datos de la expresión de los 

genes Bmi-1, Notch-1, Gata-2  se realizó la prueba de Kruskal-Wallis. Para estos 

análisis se usó el software GraphPad Prism version 4 (GraphPad Software, La 

Jolla, CA, USA).  
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4. RESULTADOS 

4.1 Estandarización y optimización del aislamiento de células CD34 +  

La estandarización y optimización del aislamiento de células primarias CD34+ es 

fundamental no solo para lograr mayor confiabilidad y reproducibilidad de los 

datos obtenidos sino para garantizar el uso racional de las muestras colectadas y 

los costosos insumos de laboratorio requeridos. Por tanto se estandarizó la 

recolección de las muestras y la purificación inmunomagnética de células CD34+ 

para luego optimizar el muestreo de SCU. 

4.1.1 Recolección de las muestras de SCU 

Se implementó la recolección de cada muestra de SCU en varios tubos estériles 

con sistema de vacío, heparina liofilizada y capacidad de 10 ml. Este método 

permitió la recolección volúmenes reducidos de sangre preservando una relación 

proporcional entre el volumen de muestra y la cantidad de anticoagulante. Este 

sistema de recolección se postuló como alternativa a la habitualmente usada 

recolección en bolsa con volumen fijo de preservante más anticoagulante 

(Citrate/Phosphate/Dextrose/Adenosine, CPDA) (Hassal y cols, 2010) ya que 

colectando en este tipo de bolsa se encontró una desproporción entre el volumen 

de CPDA y el volumen muestra recolectada. La desproporción mencionada puede 

resultar en mayores pérdidas de la viabilidad celular en las muestras de menor 

volumen. Además, no hubo necesidad de usar preservantes ni crioprotectores 

dado que el aislamiento de células mononucleares a partir de sangre total se 

limitó a las siguientes doce horas (12 h) posteriores a la recolección. 

4.1.2 Purificación de células CD34 + con perlas inmunomagnéticas. 

En segundo lugar se modificó el protocolo de purificación con perlas 

inmunomagnéticas sugerido por el fabricante, usando dos columnas en lugar de 

una y aumentado los volúmenes de elución de las mismas desde 3 ml a 40 ml 
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(ver materiales y métodos). Se demostró que el uso de dos columnas 

consecutivas para la purificación de células mejora las purezas de células CD34 

(Fig. 6). En la figura 8 se observan las gráficas de citometría de las células 

marcadas con el anticuerpo anti-CD34 después de la purificación. Se evidenció 

que el porcentaje de células CD34+ obtenidas después de la purificación con una 

sola columna (~40%) (Fig. 6A) fue menor comparado con lo obtenido con dos 

columnas (>80%) (Fig. 6B y C).  

 
Figura 6. Purezas de células CD34 + obtenidas después del aislamiento inmunomagnético.  
Se muestra la purificación usando una (A) y dos columnas (B y C). Se muestran las gráficas de 
citometría de flujo. Los cuadrantes se ajustaron de acuerdo con las graficas de marcación de 
estas células con anticuerpos de isotipo acoplados a PE o APC según el caso. 

El aislamiento de células CD34 de SCU con una sola columna de separación y 

los volúmenes de elución sugeridos resultaron en purezas con un promedio del 

32% (+/- 13) (n=7). Lo que conllevó a usar consistentemente dos columnas para 

la purificación de una sola muestra. Al usar dos columnas para la purificación y 

aumentar los volúmenes de elución de las mismas se obtuvo un promedio de 

pureza del 77% (+/- 18) (n=59).  

4.1.3 Optimización de la selección de las muestras pre-purificación 

Los costos de la purificación de células CD34+ recaen sobre todo en el consumo 

de perlas inmunomagnéticas y columnas de retención. Desafortunadamente en 

ocasiones y aún usando dos columnas de purificación no se obtienen los 

números de células necesarios o las purezas requeridas para iniciar con los 

experimentos, por lo que se estableció un método de selección previa de las 



Propiedades  de adhesión, migración y motilidad de células stem hematopoyéticas expandidas 
con citoquinas de acción temprana  en co-cultivo con células stem mesenquimales 

59 
 

muestras que hicieran costo-efectiva la purificación inmunomagnética. Para este 

análisis se tomaron como variables independientes la edad gestacional y peso del 

neonato, el volumen de la muestra, el número de leucocitos y eritrocitos aislados 

en la FCBD así como el porcentaje de linfocitos de esta misma fracción (Tabla 5). 

Estas variables se correlacionaron con el número total de células purificadas, la 

pureza y el número corregido de células CD34 (variables dependientes). En la 

tabla 5 se muestra la estadística descriptiva de las variables evaluadas. Las 

variables independientes se clasificaron como variables pre-laboratorio o de 

laboratorio, diferenciándolas por el procesamiento requerido para obtener la 

FCBD (Tabla 5). 

Tabla 5. Estadística descriptiva de variables usada s para optimización de muestreo de SCU. 
n: número de muestras, Prom: Promedio, D.E.: desviación estándar, Min: valor mínimo, Max: valor 
máximo. 

 

De las muestras de SCU recolectadas se tabularon los datos para 59 muestras 

que tuvieran todos los datos correspondientes a las variables dependientes y 

posteriormente se hizo un análisis de regresión multivariado para determinar 

cuáles de las variables independientes podrían predecir los números de células 

CD34+ aisladas. El análisis de las variables pre-laboratorio reveló que solo los 

volúmenes de SCU estaban directamente correlacionados con los números 

totales de células aisladas (p=0,016), así como con los números corregidos de 

células CD34+ (p=0,05) (Tabla 6). El análisis de las variables de laboratorio reveló 

que el número de leucocitos y de eritrocitos pudo predecir los números totales de 
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células purificadas así como los números corregidos de células CD34. De manera 

interesante, solo los porcentajes de linfocitos se correlacionaron directamente con 

la pureza de las células CD34+ obtenidas después del aislamiento 

inmunomagnético. Es importante resaltar que el hallazgo de correlación entre el 

número de eritrocitos y la purificación células CD34, previene sobre la excesiva 

depleción de eritrocitos en los fraccionamientos celulares en los que se desea 

obtener células CD34+ (Tabla 6). 

Tabla 6. Análisis de regresión lineal multivariado.  
Se muestran valores de p, y número de muestras (n). Los valores significativos de p se muestran 
en negrillas.    

 

Después se estableció que el número mínimo de células CD34+  necesarias para 

iniciar los cultivos era de 5 x 105 células. Con base en este número se 

construyeron curvas ROC (Receiver Operator Characteristics) y se eligieron las 

cifras con mejores valores predictivos como puntos de corte para cada variable 

predictiva (Fig. 7). Se analizaron estas curvas en el caso de las variables: 

volumen de SCU y números de leucocitos y eritrocitos en la FCBD. 

Se encontró un área bajo la curva ROC de 0,6872 cuando se analizó el volumen 

de SCU (intervalo de confianza del 95% entre 0,548 y 0,826). Por su parte las 

curvas ROC de los leucocitos y los eritrocitos tuvieron unas áreas bajo la curva 

mayores, respectivamente de 0,79 y 0,70 (intervalos de confianza del 95% de 
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0,677 -0,907 y 0,5662 - 0,8383 respectivamente). Lo que significa que el número 

de leucocitos es de las tres, la más apropiada para predecir el resultado del 

número de células CD34+. 

Tomando en cuenta el reporte de especificidad y sensibilidad para cada punto 

analizado en la curva del volumen de muestra se escogió un punto de corte de 27 

ml, el cual tuvo una sensibilidad del 75% y una especificidad del 55,7% para 

detectar las muestras con más de 5 x 105 células CD34. Se propone entonces 

que con base en este parámetro de volumen se realice la selección de las 

muestras que se someterán al fraccionamiento por gradiente de densidad.  

 
Figura 7. Curvas ROC de las variables predictivas d e la obtención de células CD34 +. 

A. Volumen de SCU. B. Leucocitos. C. Eritrocitos. Se muestra el área bajo la curva de la curva 
construida para cada variable. 

Con el objeto de seleccionar un parámetro que permita excluir las muestras que 

tienen menos de 5 x 105 células CD34+, se escogieron los puntos de corte con 

mayor especificidad de las curvas ROC de los números de eritrocitos y leucocitos 

de la FCBD. Usando un número de eritrocitos de 375 x 106 y uno de 194 x 106 

leucocitos las especificidades fueron respectivamente de 73% y 90%. Los valores 

predictivos positivos fueron respectivamente 2 y 5, siendo entonces el más 

efectivo, el número de leucocitos para el tamizaje. 

Se realizó también el ejercicio de determinar el punto de corte de volumen y 

leucocitos para los ensayos en los que se requiriera un número mínimo de 1 x 106 
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células CD34+. Lo cual aumenta el punto de corte del volumen mínimo a colectar 

a 35 ml y el de leucocitos a 294 x 106 (sensibilidad 26%, especificidad 90%, valor 

predictivo positivo 3). 

Como conclusiones de este primer grupo de resultados se pudo afirmar que la 

purificación de células CD34+ de SCU fresca se optimiza con la colección de la 

SCU en tubos venojet heparinizados y el uso de dos columnas 

inmunomagnéticas, mejorando con esto último la pureza final de los aislados de 

células CD34+. Además se estableció que la selección de muestras de SCU se 

vuelve costo-efectiva (si se quieren aislar 5 x 105 células CD34+) descartando las 

muestras con menos de 27 ml y examinando los valores de WBC y RBC 

obtenidos en el hematocitómetro. Se recomienda por separación 

inmunomagnética, descartar las muestras en las que la FCBD tengan menos de 

194 x 106 leucocitos y 375 x 106 eritrocitos. Además como criterio complementario 

se recomienda examinar en la FCBD el porcentaje de linfocitos, el cual se 

correlaciona directamente con la pureza de la muestra (Tabla 6) y descartar 

aquellas con un porcentaje muy bajo (aprox. < 30%).  

Con estos resultados, que han sido publicados en la revista Molecular Medicine 

Reports (Perdomo-Arciniegas y Vernot, 2012, Artículo N°1) se demuestra la 

optimización del procedimiento de aislamiento de células CD34+  a partir de 

volúmenes reducidos de SCU. El desarrollo de estos experimentos y análisis 

facilita alcanzar el objetivo principal de este trabajo brindando un producto inicial 

de células primarias CD34+ de alta calidad. 

4.2  Aislamiento y caracterización de CSM. 

A pesar de la muy baja frecuencia de CSM en MO (0,01% - 0,001%) (Castro-

Malaspina y cols,  1980), el método de adherencia al plástico de células de MO 

permite un aislamiento de CSM altamente reproducible (Pittenger y cols, 1999). 

Se encontró que las células adherentes después de 24 h de la siembra de la 

FCBD de MO en frascos de 75 cm2, forman colonias de las que se obtiene 
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posteriormente una monocapa confluente de células de morfología fibroblastoide 

(Figs. 8A y B). Con volúmenes de MO que variaron entre 1 y 7 ml, la recuperación 

promedio de células mononucleares de MO fue de 24 x 106 células (2,5 – 68 x 106 

células, D.E.= 19 x 106 células, n=10). La efectividad del procedimiento de 

aislamiento de CSM por adherencia fue del 90%. Al alcanzar una confluencia 

completa (Figs. 8B y D) de CSM en frascos de 75 cm2 se podían recuperar un 

promedio de 6,7 x 105 CSM/frasco (D.E.=1 x 105 CSM). Al cabo de 3 pases 

sucesivos, duplicando el número en cada pase, se podían obtener alrededor de 

2,7 x 106 CSM por muestra. 

 
Figura 8. Aislamiento y cultivo de CSM.  
A. Células mononucleares de MO después de 4 días de cultivo.(20X). Se observan células no 
adheridas redondeadas (flechas negras) y células adheridas con morfología fibroblastoide (flechas 
blancas). B. CSM 100% confluentes después del primer pase. C. CSM 90% confluentes después 
del segundo pase D. CSM 95% confluentes después del tercer pase. 

Las CSM se caracterizaron en cuanto a su inmunofenotipo y su capacidad de 

diferenciación osteogénica, adipogénica y condrogénica (Figs. 9A y B). Estas 

células presentaron un inmunofenotipo CD34-/CD45-/HLA-DR-/HLA-I+/CD90+ 

/CD105+/CD73+/CD13+ (Fig. 9A) además de las capacidades de diferenciación 

osteogénica (Fig 9B, arriba derecha y Fig 10), adipogénica (Fig. 9B, abajo 
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izquierda y Fig. 11) y condrogénica (Fig 9B, abajo derecha). Las características 

de las células que aislamos concuerdan con lo reportado para las CSM (Pittenger 

y cols, 1999) y lo aceptado por la Sociedad Internacional de Terapia Celular para 

la tipificación de CSM (Dominici y cols, 2006).  

Figura 9.  Caracterización de las CSM por su inmuno fenotipo y la valoración de sus 
propiedades de multipotencialidad. 
A. CSM de cuarto pase se marcaron con anti CD105-FITC, CD90-FITC, CD73-PE, HLA-I-FITC, 
CD13-PE, CD34-APC, CD45-PerCP, HLA-DR FITC. Las CSM presentan un inmunofenotipo 
CD34-/CD45-/HLA-DR-/HLA-I+/CD90+/CD105+/CD73+/CD13+ B. CSM se incubaron con medio de 
inducción osteogénica, adipogénica y condrogénica durante 21 días como se describe en la 
sección de materiales y métodos. Se muestra el control de CSM sin inducción (panel izquierdo 
arriba) (20X), inducción osteogénica y revelado para fosfatasa alcalina (20X) (panel derecho 
arriba), inducción adipogénica y tinción con aceite rojo (panel izquierdo abajo) (40X), inducción 
condrogénica y tinción con safranina O (20X).   

En conclusión los aislamientos de CSM a partir de MO muestran la alta 

reproducibilidad reportada anteriormente por otros autores (Castro-Malaspina y 

cols, 1980; Pittenger y cols, 1999).  
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Figura 10. Diferenciación osteogénica de CSM. 
A. CSM cultivadas con IMDM completo durante 21 días (control negativo de inducción). (20X) B. 
CSM cultivadas con  medio osteogénico durante 21 días. (20X) C. Fotografía de los pozos de 
CSM con inducción osteogénica (centro y derecha) y sin inducción osteogénica (izquierdo). Todos 
los pozos se trataron para detectar la actividad de fosfatasa alcalina.  

 
Figura 11. Diferenciación adipogénica de CSM. 
A. y C. CSM cultivadas con IMDM completo durante 21 días sin ninguna tinción (20X). B. y D. 
CSM cultivadas con medio adipogénico durante 21 días sin ninguna tinción (20X). Se observan las 
vacuolas lipídicas características de la diferenciación adipogénica (B, D). 
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4.3 Expansión de células CD34 + con citoquinas de acción temprana 

4.3.1 Expansión a mediano plazo de células CD34 +, expresión de 

marcadores de CSH y ensayos de clonogenicidad 

Con la determinación de las condiciones óptimas de enriquecimiento de CSH de 

SCU y de CSM de MO para el establecimiento de los co-cultivos, se procedió a 

definir las condiciones de expansión de las células CD34+ en cultivo líquido con 

citoquinas de acción temprana. La expansión de CSH con la adición de citoquinas 

de acción temprana permite el mantenimiento y el aumento de la población de 

CSH (Herrera y cols, 2001; Hofmeister y cols, 2007). Como es de esperarse esta 

expansión puede variar de acuerdo a las condiciones del cultivo y debe 

establecerse para cada condición en particular.  

Con el propósito de establecer el factor de expansión de células CD34+ incubadas 

en presencia de citoquinas de acción temprana se hizo la relación entre los 

números de células obtenidos al final del cultivo y los números de células 

sembrados inicialmente después de la purificación inmunomagnética. En la tabla 

7 se observan los números de células CD34+ obtenidos después de la purificación 

inmunomagnética de 5 muestras de SCU y los números de células obtenidos 

luego de 14 días de cultivo en presencia de la combinación de SCF, TPO y Flt3L 

(citoquinas de acción temprana). El factor de expansión celular de estas muestras 

en promedio fue 22 veces (+/- 16) (Tabla 7). Este tipo de expansión de células 

CD34+ induce la disminución progresiva de la expresión del marcador CD34, lo 

que implica que la población se expande pero diferenciándose (Li y cols, 2007; 

Bennaceur-Griscelli y cols, 2001). Se encuentra evidencia en el mismo sentido 

para otro marcador de CSH, llamado prominina-1 o CD133 el cual se pierde con 

la expansión de estas células en cultivos líquidos con citoquinas (Robinson y cols, 

2006). La dinámica de la pérdida o la retención de los marcadores de CSH varía 

dependiendo de las condiciones usadas en el cultivo. Por ejemplo, mientras que 

Li y cols, reportan una pérdida del marcador CD34 en el 78% de las células que 

inicialmente eran CD34+ después de 7 días de cultivo con citoquinas de acción 
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temprana (SCF, TPO y Flt3L) (Li y cols, 2007), Bennaceur-Griscelli y cols, 

reportan que solo un 50% de estas células pierden el marcador después de este 

mismo periodo y tratamiento (Bennaceur-Griscelli y cols, 2001). Por esto es 

necesario establecer tanto la expresión inicial de los marcadores mencionados 

cómo su pérdida o retención luego del cultivo, con el fin de determinar el grado de 

diferenciación. Nuestros resultados mostraron que alrededor de un 40% de las 

células continúa expresando el marcador CD34 (Tabla 7, % CD34) al día 14 de 

cultivo.  

Tabla 7. Expansión de células CD34 + después de 14 días de cultivo con citoquinas de 
acción temprana. 
Se muestran los conteos iniciales (Día 0) de cada muestra de SCU y los números 
correspondientes de células obtenidos al día 14 de cultivo (Día 14). Se calculó el factor de 
expansión dividiendo el número de células obtenido al final del cultivo sobre el inicial (F. de 
expansión). Se muestra el porcentaje de células CD34+ obtenido con la marcación del anticuerpo 
anti-CD34-PE  en el día 14 de cultivo. 

 

En cuanto al patrón de expresión del marcador CD133, las células CD34+ recién 

purificadas por aislamiento inmunomagnético no solamente co-expresan el 

marcador CD133, sino que la expresión de CD133 es directamente proporcional a 

la de CD34 y reproducible entre diferentes muestras (Fig. 12). Aunque al igual 

que el marcador CD34 la expresión de CD133 en células CD34+ expandidas 

decae a los 14 días de cultivo con citoquinas, el porcentaje de células que 

expresan CD133 es mucho más bajo (12%) que el porcentaje de células que 

expresan CD34 (40%) (Fig. 13). De esta manera se confirma que con la 

combinación de citoquinas de acción temprana usada se induce una disminución 

en la expresión de los marcadores hematopoyéticos CD34 y CD133 a los 14 días 

de cultivo que no es concurrente entre estos dos marcadores. 
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Figura 12. Coexpresión de CD34 y CD133 en células f rescas CD34 +. 
Después del aislamiento inmunomagnético las células purificadas de 3 muestras diferentes de 
SCU se marcaron con anticuerpos anti-CD34-APC y anti-CD133PE. En el extremo superior 
derecho de cada gráfico se muestra el control de las células marcadas con los isotipos 
correspondientes. 

 
Figura 13. Expresión de CD34 y CD133 en células fre scas CD34 + y expandidas con 
citoquinas de acción temprana durante 14 días. 
Se compara la marcación de células frescas CD34+ (histograma relleno gris) y expandidas con 
citoquinas por 14 días (histograma línea gris oscura) de la misma muestra de SCU. Cada muestra 
se marcó independientemente con anticuerpos anti-CD34-PE (izquierda) y anti-CD133PE 
(derecha). Se muestra el control de las células marcadas con los isotipos correspondientes (Línea 
negra).  

Como se mencionó anteriormente una de las propiedades fundamentales de las 

CSH y de los PHM es su capacidad clonogénica, la cual se puede cuantificar en 

ensayos de clonogenicidad primaria. Para determinar de qué manera la expresión 

de los marcadores CD34 y CD133 está relacionada con la disminución de esta 

capacidad se comparó el número de colonias formadas por las células 

CD34+/CD133+ recién aisladas y después de 14 días de cultivo con citoquinas. En 

este último grupo las células se separaron por citometría de flujo con base en la 

expresión del marcador CD133+. La pureza de esta separación en las células 
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CD133- fue del 96% y de las células CD133+ fue solo el 46% (Fig. 14, paneles 

inferiores), lo cual se debió en parte a la baja expresión de este marcador a los 14 

días (Fig. 13). Ensayos de clonogenicidad primaria, sembrando números 

equivalentes de células frescas o expandidas 14 días y separadas en CD133+ y 

CD133- mostraron que las células CD133- tienen una capacidad clonogénica 

aproximadamente seis veces menor con respecto a las células recién aisladas y 

que el enriquecimiento de un 46% en células CD133+ duplica la capacidad 

clonogénica de las células enriquecidas (Fig. 14).  

 
Figura 14. Clonogenicidad primaria de células CD133 + frescas, expandidas en cultivo con 
citoquinas de acción temprana por 14 días y separad as por citometría según la expresión 
de CD133+ (sorting). 
Número de unidades formadoras de colonias (UFC) después de dos semanas de la siembra en 
metilcelulosa MACS® HSC-CFU complete with Epo de 250 células frescas CD133+ o expandidas 
por 14 días con citoquinas de acción temprana y separadas con base en la expresión de CD133. 
Después de 14 días de cultivo las células separadas por citometría CD133- y CD133+/CD133- se 
sembraron en metilcelulosa MACS® HSC-CFU complete with Epo. Abajo de cada grupo se 
muestra el diagrama post-sorting de expresión de CD133. La pureza de las células CD133+ 
sorteadas fue del 46% (CD133+/CD133-).  

La capacidad clonogénica de las células expandidas en cultivo por 14 días se 

limitó al desarrollo de colonias de tipo granulocito-macrofago (GM) y macrófago 

(Fig. 15). Adicionalmente, la colonias formadas por las células expandidas 

enriquecidas en CD133+ fueron de tipo GM, mientras que las formadas por las 
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células CD133- fueron de tipo macrófago (Fig. 15, Giemsa). Esto indica que las 

células con mayor pérdida del CD133 tienen un deterioro mayor en su potencial 

de diferenciación. Por otra parte se evaluó si las colonias formadas corresponden 

a colonias de alto o bajo potencial proliferativo, que se determina por el tamaño 

de cada colonia (celularidad) (Ivanović y cols, 1999). Se observó que las células 

CD133- producen consistentemente colonias de menor tamaño (Fig. 15A) que las 

células con mayor proporción CD133+ (Fig. 15B).  

 
Figura 15.  Microfotografías de colonias formadas e n metilcelulosa  de las células 
expandidas en cultivo con citoquinas de acción temp rana por 14 días y separadas con base 
en la expresión de CD133. 
Las células CD34+ aisladas se cultivaron con SCF, TPO y Flt3-L. Después de 14 días de cultivo 
las células se separaron en CD133- (A) y CD133+/CD133- (B) se sembraron en metilcelulosa 
MACS® HSC-CFU complete with Epo. Las fotografías de la derecha son tinciones de Giemsa de 
una colonia representativa (40X). La tinción con Giemsa de la fotografía de arriba muestra 
solamente macrófagos (derivadas de A). En la fotografía de abajo se observa un macrófago y se 
señala un neutrófilo en banda (flecha negra) y un monocito (flecha blanca) (derivadas de B). 

En resumen, la expansión en cultivo de células CD34+/CD133+ con citoquinas de 

acción temprana durante 14 días induce una proliferación celular con pérdidas de 

la expresión de los marcadores CD34, CD133 y de las capacidades clonogénicas 

y proliferativas de estas células. Esto indica que las células CD34+ se expanden 

pero también se diferencian durante el cultivo a mediano plazo. Por lo que a este 

tiempo de cultivo la proporción de CSH o de PHM indiferenciados habrá 

disminuido con respecto a lo encontrado en células frescas CD34+. 
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4.3.2 Dinámica de expresión de CD34 y CD133 en célu las CD34+ expandidas 

a corto plazo 

En el sistema de expansión con citoquinas de acción temprana a los 14 días de 

cultivo, más de la mitad de las células perdieron el marcador CD34, más del 80% 

perdieron el CD133 (Fig. 13), además de disminuir su capacidad clonogénica y su 

multipotencialidad. Esto indica un alto grado de diferenciación celular que 

dificultaría la valoración de las capacidades adhesivas y migratorias de las células 

CD34+ expandidas, por la presencia de poblaciones hematopoyéticas mezcladas. 

Por lo tanto se investigó la dinámica de la pérdida de los marcadores CD34 y 

CD133 con el objeto de determinar un punto en la expansión celular en el cual 

hubiese un mínimo grado de diferenciación.  

Se ha demostrado que la funcionalidad de las CSH varía de acuerdo a la 

densidad del marcador CD34 por célula. Por ejemplo las células CD34alto tienen 

una mayor capacidad clonogénica y de LTC-IC que las CD34bajo (Sutherland y 

cols, 1989). Dada la relación que existe entre la densidad del marcador CD34 y la 

funcionalidad de las CSH se establecieron dos umbrales de esta expresión: uno 

con base en el marcador de isotipo (Fig. 16, recuadro) y otro umbral con base en 

la intensidad de fluorescencia de las células recién aisladas, separando las 

células CD34bajo de las células CD34alto (Fig. 16). Se determinaron los porcentajes 

de células CD34alto después de diferentes días de cultivo con citoquinas de acción 

temprana, comparando con la expresión inicial de la misma muestra. 

 

Figura 16. Definición de umbrales de expresión del marcador CD34. 
Las regiones que determinan las poblaciones de células CD34-, CD34+, CD34bajo y CD34alto se 
determinaron en el diagrama de citometría principal, teniendo en cuenta la marcación de células 
frescas CD34+ con el anticuerpo control de isotipo (diagrama pequeño arriba) y el anticuerpo anti-
CD34-APC. 
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En la figura 17 se comparan los porcentajes pareados de células CD34alto de 

células CD34+ frescas y expandidas en diferentes días de cultivo. Se observa una 

disminución leve del porcentaje de células CD34alto en los días 2, 3 y 4 de cultivo. 

Al quinto día de cultivo, el porcentaje de células CD34alto cae drásticamente a un 

46% (Fig. 17). Se cuantificó la relación entre la intensidad media de fluorescencia 

(IMF) inicial y final (IMFi/IMFf) de la marcación con el anticuerpo anti-CD34, de las 

diferentes muestras expandidas por 2, 3, 4 y 5 días (Fig. 18). En los primeros 

cuatro días de expansión hay una disminución de la expresión de CD34 entre una 

y tres veces, mientras que al quinto día es de más de diez veces (Fig. 18).  

 
Figura 17. Porcentaje de células CD34 alto  de células frescas CD34 + o expandidas con 
citoquinas de acción temprana en diferentes días de  cultivo. 
Se presentan los diagramas de densidad de citometría de flujo (CD34 vs side scatter) de células 
frescas (diagramas de arriba) y que han sido expandidas con citoquinas (diagramas de abajo) 
durante 2 días (SCU109), 3 días (SCU 112), 4 días (SCU 114) y 5 días (SCU 117). El día en que 
se cosecharon las células expandidas se abrevia dentro del diagrama como 2 d, 3 d, 4 d y 5 d.  

 
Figura 18. Relación de la intensidad de expresión d e CD34 al inicio y al final de la expansión 
de células CD34 + en diferentes días de cultivo. 
Se determinó la intensidad media de fluorescencia (IMF) de marcación con el anticuerpo 
antiCD34APC en células CD34+ recién aisladas (d0) y a los 2, 3, 4 y 5 días de cultivo de 
expansión con citoquinas de acción temprana. Se calculó la relación entre los promedios de 
intensidad media de fluorescencia (n=3) inicial (IMFi) y final (IMFf) en cada tiempo de cultivo. 



Propiedades  de adhesión, migración y motilidad de células stem hematopoyéticas expandidas 
con citoquinas de acción temprana  en co-cultivo con células stem mesenquimales 

73 
 

La marcación intracelular con CFSE permite observar el número de mitosis de un 

grupo celular de acuerdo a la dilución de la fluorescencia repartida entre las 

células hijas. Esta estrategia permitió identificar la pérdida de los marcadores 

CD34 y CD133 con cada división celular. Las células CD34+ marcadas con CFSE 

se estimularon con cada una de las citoquinas (SCF, TPO y Flt3L) o la 

combinación de las tres, teniendo como controles células previamente incubadas 

con mitomicina C y células incubadas sin citoquinas en medio completo.  

Se estableció por citometría de flujo la expresión de CD34 y CD133 en estas 

células después de cinco días de estímulo. Se tabularon los porcentajes de 

células CD34alto y CD133+ totales y de cada una de las divisiones celulares 

identificadas (Fig. 19, Fig. 20). En las figuras 19 y 20 se observa que el porcentaje 

de células CD34alto se puede mantener en las primeras divisiones celulares hasta 

que a partir de la cuarta división decae. En cuanto al marcador CD133, la mayor 

parte de su pérdida sucede en la primera y segunda divisiones celulares, se 

mantiene estable entre la segunda y la cuarta, volviendo a decaer después. El 

tratamiento individualizado con SCF, Flt3L y TPO aumenta la proliferación de las 

células cultivadas preservando con cada división la expresión CD34 

(especialmente Flt3L y TPO) (Fig. 19, comparar cada citoquina con respecto al 

control (-)). Las células incubadas con  las citoquinas combinadas proliferan más 

que con cada una individualmente (Fig. 19). Sin embargo como se observó 

anteriormente esto refleja una disminución drástica de la expresión del marcador 

CD34 (como se muestra en las Figs. 19 y 20, panel arriba). Estos resultados 

permiten establecer que la expresión de los marcadores de CSH CD34 y CD133 

que es convergente en células frescas (Fig. 12) diverge con el cultivo de 

expansión de citoquinas combinadas. También se pudo observar que el marcador 

de selección CD34 se mantiene (o incluso aumenta) después de las primeras 

divisiones celulares mientras que el CD133 se pierde tempranamente con la 

división celular en todos los casos. Observando en conjunto los resultados de los 

días 5 y 14 de cultivo se puede concluir que las células CD34+ mantienen un 

porcentaje relativamente constante de células CD34+ desde su caída el día 5 
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hasta el día 14 (comparar porcentajes Tabla 7, Fig. 13 con Fig. 19) mientras que 

el CD133 sufre una constante pérdida de expresión durante el cultivo que 

comienza desde la primera división celular.  

 
Figura 19. Proliferación celular y expresión de CD3 4 y CD133 en células CD34 + expandidas 
en cultivo por cinco días. 
Se observa el resultado de las células CD34+ marcadas inicialmente con 5 µM de CFSE y 
cultivadas sin citoquinas (-), con SCF (50 ng/ml), TPO (50 ng/ml), Flt3-L (50 ng/ml) o con las tres 
citoquinas durante cinco días. Las células cosechadas se marcaron con los anticuerpos anti-
CD34APC (arriba) y anti CD133PE (abajo). Se muestra el control de células tratadas con 
mitomicina C (Mit.C) que permite representar las células que no se han dividido (células de 
división 0).  Se indica el tratamiento al que se expusieron las células en la esquina superior 
izquierda de cada diagrama.  
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Figura 20. Porcentajes de células CD34 alto  y CD133+ en cada división celular. 
Se determinaron los porcentajes de células CD34alto  (arriba) y CD133 (abajo) en cada una de las 
divisiones identificadas con la marcación por CFSE. Se observa el resultado de las células CD34 
marcadas inicialmente con 5 µM de CFSE y cultivadas sin citoquinas (Sin citoq.), con SCF (50 
ng/ml), TPO (50 ng/ml), Flt3-L (50 ng/ml) o con las tres citoquinas durante cinco días. Se muestran 
los datos de una muestra representativa (n=3).  
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A partir de los anteriores ensayos se pudo establecer que para lograr el objetivo 

de obtener de células expandidas (divididas) pero mínimamente diferenciadas se 

debe tomar un punto de la expansión anterior a la caída drástica de CD34 al 

quinto día de cultivo y a la 4ta o 5ta  división celular (Figs. 19 y 20). Anteriormente 

se había demostrado que a los tres días de cultivo en presencia de citoquinas 

más del 85% de las células seguían siendo CD34alto por lo que se determinó en 

un ensayo de CFSE de alta resolución, el grado de división de las células CD34+ 

en diferentes muestras de SCU. En estos ensayos se demuestra que al 3er día de 

cultivo las células CD34+ en su mayoría se han dividido entre una y dos veces 

preservando la expresión de CD34 (Fig. 21).  

 
Figura 21. Proliferación de células CD34 + marcadas con CFSE al tercer día de cultivo con 
citoquinas de acción temprana. 
Se muestra el porcentaje de células CD34+ con base en el umbral de fluorescencia menos uno 
(FMO) que se muestra dentro de cada diagrama. Se muestra el número correspondiente de 
divisiones celulares de acuerdo a la dilución de CFSE. Cada uno de los cuatro grandes diagramas 
representa una de cuatro muestras representativas de SCU (n=9).  
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4.3.3 Expresión de Notch-1, Gata-2 y Bmi-1 en célul as CD34+ expandidas 

La expresión de factores transcripcionales como Bmi-1, Gata-2, HoxB4 y de 

moléculas como Notch-1 se utilizó como medida adicional en la valoración de la 

diferenciación hematopoyética o conservación de las propiedades stem 

hematopoyéticas durante el cultivo. Anteriormente, se mencionó la evidencia que 

apunta a que estos factores se regulan con la proliferación y diferenciación de las 

CSH. Se evaluó la cantidad relativa de ARNm de los genes mencionados, 

realizando una qRT-PCR a partir del cADN sintetizado de células CD34+ frescas y 

expandidas por 5 y 14 días. Se valoró el cambio en la expresión de los genes en 

las células expandidas con respecto a las células frescas (también llamadas del 

día 0 de cultivo). Para verificar la especificidad de los primers sintetizados, se 

comprobó la presencia y los tamaños de los productos esperados de la RT-PCR 

en geles de agarosa (Tabla 4, Fig. 22). En la figura 22 se muestran los productos 

en los tamaños esperados (ver tabla en materiales y métodos) para cada pareja 

de primers específicos verificando la amplificación únicamente en los casos 

donde se realizó la reacción de retrotranscripción (carriles pares). 

 
Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR de células CD34 + 
aisladas de SCU y expandidas durante 14 días. 
En cada uno de los geles se muestran los productos de reacciones de PCR a partir de cADN 
(carriles 2,4 y 6) o a partir del ARN total sin retrotranscripción (3, 5 y 7). A. Productos de la 
amplificación de HoxB4 (carriles 2 y 3), Notch-1 (carriles 4 y 5)  B. Productos de amplificación de 
Bmi-1 (carriles 2 y 3), Gata-2 (carriles 4 y 5) y Gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa, Gapdh 
(carriles 6 y 7). La electroforesis, tinción y visualización de las bandas se desarrolló como se 
describe en la sección de materiales y métodos. 

En el caso de la RT-PCR cuantitativa por el método de SybrGreen se recomienda 

observar la curva de disociación (melting) en primera derivada de cada 

amplificación, para verificar la presencia de un único amplicón. Los productos de 
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amplificación de Bmi-1, Gata-2 y Notch-1 mostraron picos únicos en la curva de 

disociación (Fig. 23) garantizando así la fiabilidad de las curvas de PCR en 

tiempo real. Desafortunadamente la curva disociación para HoxB4 a pesar de 

presentar una banda única del tamaño esperado en la electroforesis (Fig. 22), 

presenta un “hombro” que puede indicar inespecificidad (Fig. 23. B, flecha). Por 

esto se descartó el análisis de HoxB4 con esta pareja de primers.  

 
Figura 23. Curvas de disociación en primera derivad a de los productos de amplificación.  
Se muestra la curva del programa de los productos de cada una de las amplificaciones con los 
respectivos primers. Se indica con una flecha la “jorobas” en la curva del amplicón del gen HoxB4. 
Las curvas de disociación de los ampliaciones de Notch-1, Bmi-1, Gata-2 y el control 18S ARNr 
muestran un único pico.  

Como control de calidad para este tipo de cuantificación relativa, se debe verificar 

que no se produzca un cambio significativo en la expresión del control interno 

(gen “housekeeping”) en los diferentes tratamientos (Peirson y cols, 2003; 

Schmittgen y cols, 2008). En experimentos preliminares se determinó que la 

expresión de la enzima gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa (Gapdh) 

cambiaba drásticamente con la expansión de las CSH, lo cual permitió descartar 

este gen como control interno. Otro candidato de control interno fue la subunidad 

18 de ARN ribosomal (18S ARNr), que mostró un pico único en el análisis de 

primera derivada de la curva de disociación (Fig. 23). Para verificar su utilidad 

como gen de normalización se comparó el 2-Ct de las amplificaciones de cADN de 

células CD34+ en días 0, 5 y 14 de expansión con citoquinas de acción temprana 
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(Schmittgen y cols, 2008). En la figura 24 se muestra el 2-Ct de la amplificación del 

18S ARNr comparando células CD34+ en los días 0, 5 y 14 de expansión. Se 

observó que en los días 5 y 14 de expansión la variabilidad de los datos se 

incrementa, sin embargo esto no repercute en un cambio significativo del valor de 

expresión (Fig. 24). Debido a este resultado se decide usar la subunidad 18S 

ARNr, como control interno para la normalización de los datos. 

 
Figura 24. Valoración de la subunidad 18 del RNAr c omo gen de normalización para los 
ensayos de qRT-PCR. 
Se verificó la variación en la expresión de 18S RNAr mediante el método descrito por Schmittgen 
y cols, 2008, comparando los valores de 2-Ct obtenidos para cada situación experimental. Las 
curvas y valores de Ct se obtuvieron del programa DART-PCR con los datos obtenidos de la PCR 
cuantitativa por el método de SybrGreen a partir de muestras de cADN de células CD34+ recién 
aisladas (d 0), o expandidas durante 5 (d 5) o 14 días (d 14) (n=6). Test de Kruskal Wallis. 

Con el propósito de establecer la dinámica de expresión de Bmi-1, Notch-1 y 

Gata-2 como genes relacionados con la autorenovación de las CSH se hizo un 

análisis de la expresión relativa del gen analizado con respecto a su control 

interno (18S ARNr). Luego se realizó una cuantificación relativa de la expresión 

en los días 5 y 14 con respecto a la expresión del día 0 (células menos 

diferenciadas) (Fig. 25) y otra en los días 3 y 5 con respecto a la expresión del día 

14 (células más diferenciadas) (Fig. 26). En la cuantificación relativa de los días 5 

y 14 de cultivo con respecto al día 0 (Fig. 25), se muestra que la expresión de los 

factores transcripcionales Bmi-1 y Notch-1 aumenta progresivamente, mientras 

que Gata-2 tiene un comportamiento bifásico durante el cultivo. Comparando con 

las células CD34+ expandidas por catorce días, las expandidas por tres días no 

aumentan la expresión de Bmi-1 ni de Notch-1 (Fig. 26). Las células CD34+ 
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expandidas por tres días no aumentan la expresión de Gata-2 como sucede en 

las expandidas durante cinco días (Fig. 26).  

 
Figura 25. Expresión relativa (ER) de los genes Bmi -1, Notch-1 y Gata-2 con respecto al día 
0 de cultivo. 
Se muestra el cambio en el nivel de expresión de Bmi-1, Notch-1 y Gata-2 como una comparación 
del calibrador d0 (células frescas CD34+) y las condiciones experimentales de expansión en 
cultivo de células CD34+ con citoquinas por cinco días (d5) y por catorce días (d14). En el eje 
vertical se indica el nivel de expresión en número de veces. La PCR cuantitativa se realizó por el 
método de SybrGreen a partir de muestras de cADN de células CD34+ recién aisladas (d 0), 
expandidas durante 5 (5 d) y 14 días (d 14) (n=6). Se utilizó la expresión del 18S RNAr para la 
normalización y el día 0 como tratamiento calibrador. 

 
Figura 26. Expresión relativa (E.R.) de los genes B mi-1, Notch-1 y Gata-2 con respecto al día 
14 de cultivo. 
Se muestra el cambio en el nivel de expresión de Bmi-1, Notch-1 y Gata-2 como una comparación 
del calibrador d14 (células CD34+ expandidas por 14 días) y las condiciones experimentales de 
expansión en cultivo con citoquinas de células CD34+ por cinco días (d5) y por tres días (d3). En el 
eje vertical se indica el nivel de expresión en número de veces. La PCR cuantitativa se realizó por 
el método de SybrGreen a partir de muestras de cADN de células CD34+ expandidas durante 14 
(d 14), 5 días (d 5) y 3 días (d 3) (n=6). Se utilizó la expresión del 18S RNAr para la normalización 
y el día 14 como tratamiento calibrador. 

Estos hallazgos sugieren que la transcripción de los genes Bmi-1 y Notch-1 

aumenta en estas células durante la diferenciación pues aumentan relativa y 

progresivamente con respecto al día 0. La transcripción de estas moléculas se 

mantiene similar entre el día cero y tres de cultivo lo que concuerda con los 

hallazgos anteriores con respecto a la expresión de CD34 y CD133. 



Propiedades  de adhesión, migración y motilidad de células stem hematopoyéticas expandidas 
con citoquinas de acción temprana  en co-cultivo con células stem mesenquimales 

81 
 

4.4 Modelo de expansión de células CD34 + en co-cultivo con CSM. 

Con la optimización del aislamiento y expansión tanto de células CD34+ como de 

CSM se continuó con el establecimiento del modelo de co-cultivo de células 

CD34+ y CSM. Se establecieron dos condiciones de cultivo adicionales a la de la 

expansión de células CD34+ con citoquinas de acción temprana por tres días 

(llamada en adelante condición HC, por Hematopoyéticas + Citoquinas): células 

CD34+ co-cultivadas con CSM sin la adición de citoquinas (llamadas HM, 

Hematopoyéticas + Mesenquimales) y células CD34+ co-cultivadas con CSM más 

citoquinas (HMC, Hematopoyéticas + Mesenquimales + Citoquinas).  

Como medida de mantenimiento del fenotipo stem hematopoyético de las células 

CD34+ en las distintas condiciones de cultivo, se cuantificó la intensidad media de 

fluorescencia (IMF) de marcación con el anticuerpo anti-CD34APC después de 

tres días de cultivo. Se utilizaron las intensidades medias de fluorescencia de 

duplicados de siete muestras de SCU independientes comparándolo con la IMF 

de las células CD34+ frescas. Se realizó un análisis del cambio en la IMF del 

marcador CD34 entre los distintos tratamientos. 

 
Figura 27. Expresión de CD34 en células CD34 + recién aisladas (F) y cosechadas después 
de tres días de cultivo con CSM (HM), con citoquina s (HC) o con CSM y citoquinas (HMC). 
Se observa la intensidad media de fluorescencia de CD34 (IMF) de células CD34+ recién aisladas 
o frescas (F), células CD34+ co-cultivadas con CSM (HM), células CD34+ cultivadas con citoquinas 
(HC), células CD34+ cultivadas con CSM y citoquinas (HMC). Test de Friedman. p<0,001 (***), 
p<0,01 (**). 
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Se encontró que las células CD34+ en las condiciones de cultivo HC y HMC 

mantienen más el marcador CD34 que su contraparte HM (Fig. 27). Por otra 

parte, solo la condición HM muestra diferencias significativas con el control de 

células frescas (F) (Fig. 27). Al tercer día de cultivo la expresión de CD34 se 

mantiene de la misma manera en las CSH cultivadas solo con citoquinas (HC) 

que en las cultivadas con citoquinas y en presencia de CSM (HMC) (Fig. 27) 

Debido a que las CSM son CD34- y pueden alterar la media de fluorescencia es 

importante aclarar que el anterior análisis se hizo únicamente sobre las células 

CD34+ que habían sido previamente marcadas con CFSE, distinguiéndolas de las 

CSM (baja intensidad de fluorescencia) (Fig. 28). La selección de la región de 

células CFSE+ se hizo sobre el diagrama de forward scatter vs CFSE (Fig. 28). En 

estos diagramas de citometría también se puede observar la diferencia en los 

tamaños celulares (forward scatter) entre CSM, CSH divididas y no divididas (0 

divisiones) que se presentan con los distintos tratamientos (Fig. 28).  

 
Figura 28. Selección de las células CFSE + en las condiciones HM, HC y HMC para el análisis 
de la expresión de marcadores en las células CD34 + cultivadas. 
Se compara el tamaño (forward scatter) y fluorescencia para distinguir las células CD34+ y CSM 
cultivadas. Células cosechadas después de tres días de cultivo en las siguientes condiciones: 
células CD34+ co-cultivadas con CSM (HM), células CD34+ cultivadas con citoquinas (HC), células 
CD34+ cultivadas con CSM y citoquinas (HMC). Se distinguen las CSM en los tratamientos HM y 
HMC por ser CFSE-. Se señala con una flecha y un 0 las células no divididas. 

La microscopía de fluorescencia de las células CD34+ cultivadas con los distintos 

tratamientos (Fig. 29) muestra que las células divididas que presentan un mayor 

tamaño tienen una menor intensidad de fluorescencia (flechas blancas) 

comparativamente con las células no divididas (flechas negras) (Fig. 29). Se 
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muestra en esta figura un control de células CD34+ marcadas con CFSE sin 

estímulo (denominadas H) con células pequeñas y altamente fluorescentes. Se 

observó (en concordancia con lo mostrado por citometría) que el tratamiento con 

mayor número de células no divididas es HM seguido de HC y HMC, comparado 

con el control sin estímulo en donde ninguna célula se ha dividido.  

 
Figura 29. Microscopía de fluorescencia y luz de lo s cultivos celulares después de tres días 
en las condiciones H, HM, HC y HMC. 
Se capturaron imágenes usando la lámpara de fluorescencia y la de luz blanca después del cultivo 
de tres días de células CD34+ marcadas con CFSE. Se muestran las siguientes condiciones: 
células CD34+sin citoquinas (H),  en co-cultivo con CSM (HM), con citoquinas (HC), en co-cultivo 
con CSM y citoquinas (HMC) (40X). Se señalan las células no divididas (flechas negras) y las 
divididas (flechas blancas). Las microfotografías de la derecha son la descomposición de la 
microfotografía de HMC mostrando arriba la microscopía de luz y abajo la de fluorescencia. 

4.4.1 Proliferación de células CD34 + en co-cultivo con CSM y citoquinas 

En cada uno de los tratamientos se determinó el porcentaje de células CD34+ que 

se dividieron una o varias veces. Se establecieron regiones en los diagramas de 

citometría de flujo con base en las distintas intensidades de fluorescencia de 

CFSE de las células no divididas o divididas, una, dos o tres veces (Fig. 30). Se 

definieron las regiones en cada muestra de SCU (Fig. 30, 01, 02, 03 y 04) y se 

calculó el porcentaje de cada región respecto al total de células CFSE+ en cada 

tratamiento. Estos valores se promediaron obteniendo los porcentajes de división 

celular de los tratamientos HM, HMC y HC que se muestran en la figura 31.  



Propiedades  de adhesión, migración y motilidad de células stem hematopoyéticas expandidas 
con citoquinas de acción temprana  en co-cultivo con células stem mesenquimales 

84 
 

 
Figura 30. Divisiones de las células CD34 + previamente marcadas con CFSE en las 
condiciones HM, HC y HMC. 
Se muestran los diagramas de citometría de flujo de cuatro muestras de SCU (numeradas 01, 02, 
03 y 04) previamente marcadas con CFSE y cosechadas después de tres días de cultivo en las 
siguientes condiciones: células CD34+ co-cultivadas con CSM (HM), células CD34+ cultivadas con 
citoquinas (HC), células CD34+ cultivadas con CSM y citoquinas (HMC). Se señalan las regiones 
que definen el número de divisiones celulares, calibrado para cada muestra con base en el control 
sin división celular. Todas las muestras cosechadas se marcaron con el anticuerpo anti-CD34 
acoplado a APC. 

Se encuentra que al tercer día de cultivo un 90% de las células CD34+ expuestas 

a citoquinas en presencia o ausencia de CSM (HMC y HC) se dividen al menos 

una vez. La mayoría de células CD34+ cultivadas solo con CSM no se dividen y 

un 40% de ellas se ha dividido al menos una vez (Figs. 30 y 31). Las CSM 
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combinadas con citoquinas (HMC) parecen aumentar la tasa proliferativa de las 

células CD34+ pues el porcentaje de células con más de una división supera el de 

las células incubadas con solo citoquinas (HC) (52% vs 40%) (Fig. 31).   

 
Figura 31. Promedio de los porcentajes de división de células CD34 + en las condiciones 
HM, HC y HMC. 
Se analizaron los diagramas de citometría de dilución de CFSE de la figura 30 para el cálculo de 
los porcentajes de células divididas en cada tratamiento. Se muestran el porcentaje de las células 
no divididas (0, blanco), divididas una (1, gris claro), dos (2, gris oscuro) o tres (3, negro) veces en 
los tratamientos de CD34+ co-cultivadas con CSM (HM), células CD34+ cultivadas con citoquinas 
(HC), células CD34+ cultivadas con CSM y citoquinas (HMC) (n=4). Al lado derecho de cada barra 
se encuentra la sumatoria de los porcentajes de células divididas más de una vez.  

Para verificar los resultados de división celular en cada tratamiento se hizo el 

correspondiente conteo en cámara de Neubauer de las células cosechadas 

después de tres días de cultivo en los tratamientos HM, HC y HMC comparando 

con el número de células sembrado inicialmente. En la figura 32 se muestran los  

datos y el análisis estadístico de los conteos en cámara de Neubauer después del 

cultivo. El número de células obtenido después del cultivo de células CD34+ con 

citoquinas en presencia o ausencia de CSM (HMC y HC) es significativamente 

mayor que el obtenido después del co-cultivo de células CD34+ con CSM (HM). 

En el caso de HMC, después de tres días se obtiene aproximadamente el doble 

de células de las sembradas inicialmente (Fig. 32). 
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Figura 32. Promedio del número de células CD34 + sembradas (F) y cosechadas al tercer día 
de cultivo en las condiciones HM, HC y HMC. 
Las células cosechadas de dos pozos (placa de 24 pozos) se contaron en cámara de Neubauer al 
tercer día de los diferentes tratamientos de cultivo. Células CD34+ en co-cultivo con CSM (HM), 
con citoquinas (HC) o con CSM y citoquinas (HMC). El análisis estadístico se realizó con base en 
los resultados de estos tratamientos en células CD34+ aisladas de cuatro muestras de SCU 
independientes. Test de Friedman. p<0,001 (***), p<0,05 (*).  

4.4.2 Clonogenicidad y expresión de Bmi-1, Notch-1 y Gata-2 en células 

CD34+ expandidas y en co-cultivo con CSM. 

Para verificar la capacidad clonogénica después de los tratamientos HM, HC y 

HMC se realizaron ensayos de clonogenicidad sembrando un número igual de 

células cosechadas en medio MACS® HSC-CFU complete with Epo y contando 

las colonias formadas después del cultivo. En la figura 33 se observa el promedio 

del conteo total de colonias de las condiciones HM, HC y HMC comparadas con 

el de las células frescas. Se muestran las colonias clasificadas: granulo-eritro-

monocito-macrófago (GEMM), granulocito-macrófago (GM), colonias de brotes 

eritroides (BFU-E)  y colonias eritroides (CFU-E) (Fig. 33).  

Al analizar el número total de colonias formadas se observa que la clonogenicidad  

de HC y HMC no difiere de la de células frescas (Fig. 33). La clonogenicidad de 

HM es menor que la de células frescas (Fig. 33), lo que puede estar relacionado 

con una expresión más baja de CD34 (Fig. 27). El co-cultivo de CSH con CSM sin 

citoquinas (HM), no solo no aumentó los números de células CD34+ (Figs. 30-32), 

sino que las CSH perdieron expresión del CD34 (Fig. 27). Los tratamientos HC y 
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HMC, que permitieron la expansión de la población de CSH manteniendo el 

marcador CD34 y la clonogenicidad se analizaron más a fondo a continuación.   

 
Figura 33. Clonogenicidad primaria de las células C D34+ frescas (F) y cosechadas al tercer 
día de cultivo en las condiciones HM, HC y HMC. 
Se sembraron en cajas de 24 pozos, 2 x 102 células cosechadas de cada tratamiento 
resuspendidas en 500 µl de medio MACS® HSC-CFU complete with Epo. Después de 14 días de 
cultivo se contaron y clasificaron morfológicamente las colonias en GEMM, GM, BFU-E y CFU-E. 

Ensayos de evaluación rápida de clonogenicidad (antes de la hemoglobinización 

de la colonia) muestran una equivalencia en la capacidad de formar colonias en 

HC y HMC (Fig. 34A). Además la evaluación de la expresión de CD133 entre HC 

y HMC muestra niveles similares de este marcador (Fig. 34B).  

 
Figura 34. Clonogenicidad y expresión del marcador CD133 en HC y HMC.  
A. Se sembraron en cajas de Petri de 35 mm, 1 x 103 células cosechadas de cada tratamiento 
resuspendidas en 1500 µl de medio MACS® HSC-CFU complete with Epo. Después de 7 días de 
cultivo se enumeraron las colonias. Se muestra una foto de una colonia característica propia de 
estos ensayos. B. Histogramas de citometría de la expresión del marcador CD133 en HC y HMC. 
Las células se cosecharon y marcaron con el anticuerpo anti-CD133PE. 

En cuanto al cambio en la expresión de los genes Bmi-1, Notch-1 y Gata-2, en 

HC y HMC con respecto a las células frescas se observó que no hay cambios 
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significativos de los genes Notch-1 y Gata-2 entre células frescas, HC y HMC 

(Fig. 35). Tampoco la expresión de Bmi-1 cambia en HMC comparativamente con 

las células frescas. Únicamente en HC, Bmi-1 se expresa casi entre 2 y 4 veces 

más (Fig. 35) comparativamente con las células recién aisladas y HMC. 

 
Figura 35. Expresión relativa (ER) de los genes Bmi -1, Notch-1 y Gata-2 en las condiciones 
HC y HMC con respecto al día 0 de cultivo (F). 
Se muestra el cambio en el nivel de expresión de Bmi-1, Notch-1 y Gata-2 como una comparación 
del calibrador d0 (células frescas CD34+) y las condiciones experimentales de expansión HC y 
HMC al día 3 de cultivo. En el eje vertical se indica el nivel de expresión en número de veces. Los 
datos de fluorescencia umbral se obtuvieron del programa DART-PCR a partir de los datos de 
fluorescencia cruda exportada de la PCR cuantitativa (SybrGreen). Se utilizó la expresión del 18S 
RNAr para la normalización y el día 0 como tratamiento calibrador. n=6.  

Estos resultados en conjunto revelan que los tratamientos de HC y HMC al tercer 

día de cultivo presentan diferencias mínimas en cuanto a su fenotipo de expresión 

de marcadores CD34, CD133, su capacidad proliferativa, clonogénica y la 

expresión de genes relacionados con la actividad hematopoyética. Esto hace que 

estos tratamientos sean comparables en cuanto a la diferenciación 

hematopoyética para permitir el análisis del efecto del co-cultivo de CSM sobre 

las capacidades adhesivas y migratorias de las células stem hematopoyéticas 

expandidas con citoquinas de acción temprana. 

4.5 Migración de células CD34 + expandidas con citoquinas en presencia y 

ausencia de CSM. 

Como se mencionó anteriormente distintas moléculas de adhesión como VLA-4, 

VLA-5 y LFA-1, así como el receptor de quemoquinas CXCR4 y su ligando SDF-1 

son fundamentales en los procesos de migración y adhesión hematopoyética. 

Recientemente, se ha demostrado que la expansión de CSH a corto plazo (tres 
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días) con citoquinas solubles afecta la transmigración y retención in vivo de las 

CSH en la MO (Ahmed y cols, 2004; Foguenne y cols, 2009), específicamente por 

procesos mediados por VLA-4 y CXCR4 (Foguenne y cols, 2009). Dichos efectos 

se reproducen en ensayos de migración y adhesión in vitro en presencia de los 

ligandos de estas moléculas (Foguenne y cols, 2009). Con el propósito de 

comparar las habilidades migratorias en células CD34+ frescas y expandidas en 

presencia y ausencia de CSM se observó el efecto de la expansión en la 

migración celular in vitro en presencia de los ligandos de VLA-4 y LFA-1 (VCAM-1 

e ICAM-1, respectivamente). 

 
Figura 36. Migración in vitro mediada por VCAM-1 e ICAM-1 de células CD34+ fresc as (F) y 
en las condiciones HC y HMC. 
Se muestran los resultados de los ensayos de migración in vitro con transwell recubiertos con 10 
µg/ml de VCAM-1 (gris) e ICAM-1 (negro). Se muestra la migración relativa a la basal (sin 
ligando). El cálculo de la migración relativa se realizó dividiendo el número de células que migran 
en presencia del ligando sobre el número de células que migran espontáneamente sin ligando. Se 
muestran los resultados de las réplicas de dos muestras de SCU (155 y 156).  

En la figura 36 se observan los resultados de la migración a través de insertos 

recubiertos con VCAM-1 (gris) e ICAM-1 (negro) de células CD34+ aisladas de 

dos muestras independientes de SCU. Al comparar la migración inducida por 

VCAM-1 e ICAM-1 en células frescas (F) se observa que la migración inducida 

por VCAM-1 es 2,5 veces mayor que la inducida por ICAM-1 (en promedio de las 

dos muestras) y que la expansión con citoquinas de acción temprana (HC) 

consistentemente induce la reducción de esta diferencia. Este efecto es derivado 

en gran parte por la disminución de la transmigración en VCAM-1 y a un ligero 

aumento de la migración en ICAM-1 en las células expandidas (HC) (Fig. 36). De 
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manera interesante, la adición de CSM en el cultivo de expansión con citoquinas, 

permite mantener la diferencia relativa de la migración VCAM-1/ICAM-1 en las 

células CD34+ co-cultivadas (Fig. 36, HMC). Al repetir estos ensayos en otras 

muestras calculando el porcentaje de migración mediada por VCAM-1, ICAM-1 y 

fibronectina (FBN) se observó que predomina la migración mediada por VCAM-1 

sobre la migración mediada por ICAM-1 o FBN. (Fig. 37). Además, las células 

CD34+ co-cultivadas y estimuladas con citoquinas (HMC) muestran nuevamente 

una mayor migración a través de VCAM-1 que HC (Fig. 37). 

 
Figura 37. Migración in vitro mediada por VCAM-1, ICAM-1 y FBN en HC y HMC. 
Se muestran los resultados de los ensayos de migración in vitro con transwell recubiertos con 
VCAM-1 (10 µg/ml), ICAM-1 (10 µg/ml) y FBN (25 µg/ml). Se muestran los porcentajes de células 
que migraron después de 4 h de incubación. Se analiza la migración in vitro en células CD34+ 
cultivadas con citoquinas (HC) y células CD34+ cultivadas con CSM y citoquinas (HMC) tres días 
(n=6). * p< 0,05. 

4.6 Quimiotaxis de células CD34 + expandidas con citoquinas en presencia y 

ausencia de CSM. 

La quemoquina SDF-1 (o CXCL12) es el principal agente quimiotáctico de las 

CSH (Jo y cols, 2000). La combinación SDF-1 y VCAM-1 es sinérgica para inducir 

la migración in vitro de CSH no expandidas (Foguenne y cols, 2009). Además, la 

expansión de CSH con citoquinas afecta la sinergia entre estas dos señales 

(SDF-1 y VCAM-1) (Foguenne y cols, 2009). Por lo tanto, para saber si el co-

cultivo con CSM tenía algún efecto sobre la migración inducida por la 

combinación de VCAM-1 y SDF-1, se comparó la migración de las células 

cosechadas en las condiciones HC y HMC ante estos estímulos combinados. En 

la figura 38A, se demuestra que no hay un efecto adicional inducido por SDF-1 en 

células expandidas (dado que los porcentajes no cambian significativamente con 
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respecto a la figura 37), lo cual se explica en parte por la muy baja migración (en 

promedio <5%) inducida con el SDF-1 únicamente (Fig. 38B). Sin embargo se 

sigue manteniendo la diferencia en porcentaje de migración inducida por VCAM-1 

en HMC comparada con HC (Fig. 38A). 

 
Figura 38. Migración in vitro mediada por VCAM-1 y SDF-1 en HC y HMC. 
A. Migración de HC y HMC mediada por VCAM-1 en presencia de SDF-1. B. Quimiotaxis mediada 
por SDF-1. Porcentaje de células CD34+ cultivadas con citoquinas (HC) y células CD34+ 
cultivadas con CSM y citoquinas (HMC) que migraron con respecto al total sembrado, después de 
4 h de incubación, adicionando SDF-1 (100 ng/ml) a la cámara inferior del transwell. (n=6). * p< 
0,05. 

Esta baja actividad quimiotáctica migratoria en respuesta al SDF-1 no se observa 

en células frescas (F), ya que en estas células la migración puede aumentar entre 

3 y 7 veces el nivel de migración basal (Fig. 39), lo cual corresponde con una 

mayor expresión de CXCR4 en células CD34+ recién aisladas (Fig. 39). En esta 

figura se observa que la inducción de migración con SDF-1 en estas células 

expandidas con citoquinas es muy baja (HC) y corresponde con una menor 

expresión de CXCR4 (Fig. 39). Se muestra en la figura 40 el perfil migratorio de 

una muestra de células CD34+ frescas en el que se observa la inducción de la 

migración por SDF-1 y la sinergia ante estímulo combinado VCAM-1 y SDF-1 

reportada por otros (Jo y cols, 2000; Bonig y cols, 2006; Foguenne y cols, 2009). 

Según esta figura el mayor estímulo migratorio en células frescas CD34+ es el 

estímulo combinado VCAM-1 y SDF-1, seguido de VCAM-1 y de SDF-1 como 

estímulos únicos (Fig. 40). Por último se ubicaría el estímulo de ICAM-1 en 

ausencia y presencia de SDF-1 (Fig. 40). Esta jerarquía de estímulos migratorios 

se propuso anteriormente en progenitores hematopoyéticos murinos como 

fundamento para su anidación en la MO (Bonig y cols, 2006).  
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Anteriormente se ha descrito que la expresión del CXCR4 disminuye en células 

expandidas con citoquinas (Fig. 39) (Denning-Kendall y cols, 2003) de acuerdo 

también con nuestros resultados. Inesperadamente, al comparar la expresión de 

CXCR4 entre HC y HMC se encontró una diferencia significativa (Fig. 41A) la cual 

no repercutió en los ensayos de migración con SDF-1 (Fig. 38B). 

 
Figura 39. Migración inducida por SDF-1 y expresión  del receptor CXCR4 de células CD34 + 
frescas (F) y expandidas con citoquinas (HC). 
Se muestra la migración inducida con respecto a la migración basal (izquierda, migración) y la 
expresión de CXCR4 y CD34 correspondiente en tres muestras diferentes (SCU 109, 112 y 114). 
Se muestran los diagramas de células frescas (F) y HC correspondientes a cada muestra. 

 
Figura 40. Migración in vitro mediada por diferentes estímulos en células CD34 + frescas. 
Se muestra la migración relativa a la basal (sin ligando) inducida con 10 µg/ml de los ligandos 
VCAM-1 e ICAM-1. Se muestra la migración inducida por la adición de SDF-1 en la cámara inferior 
en presencia o ausencia de los ligandos mencionados. Se muestra el resultado del cálculo de la 
migración inducida como en las figuras 36 y 39 de una muestra representativa de células CD34+ 
recién aisladas (n=2). 
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Se encontró que las células co-cultivadas con CSM y con citoquinas pierden más 

la expresión de CXCR4 que su contraparte con citoquinas solas (Fig. 41A y B). Al 

analizar la IMF de CXCR4 de cada división celular (CFSE) se encontró que las 

células co-cultivadas con CSM mantienen la regulación negativa de CXCR4 en 

las diferentes divisiones (Fig. 41B). Por su parte, las células que se han 

expandido solo con citoquinas recuperan la expresión del CXCR4 (Fig. 41B). 

 
Figura 41. Expresión de CXCR4 de HC y HMC en relaci ón con el número de divisiones. 
 A.  Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la expresión de CXCR4 comparativa entre HC y 
HMC n=7. B. IMF del CXCR4 HC y HMC en cada división celular cuantificada separando las 
regiones como en la figura 32. 

La funcionalidad del eje SDF-1/CXCR4 se puede observar por la endocitosis del 

receptor CXCR4 luego de la incubación con SDF-1 (Peled y cols, 2002). Con 

estos ensayos se observa que en las células frescas el receptor se endocita 

visiblemente con la estimulación por SDF-1 (Fig. 42, frescas (F) panel de la 

izquierda). Mientras tanto en las células expandidas (HC y HMC) la endocitosis se 

presenta pero en una menor proporción (Fig. 42, paneles del medio y de la 

derecha). Las células en la condición HC con respecto a las HMC, aparentemente 

tienen una endocitosis mayor del CXCR4 (luego del estímulo con SDF-1) tal vez 

por una expresión basal mayor del receptor. Estos resultados confirman la 

funcionalidad del eje CXCR4/SDF-1 en las células frescas y expandidas, 

sugiriendo un umbral más alto de estimulación quimiotáctica para las células 

expandidas (HC y HMC), especialmente en HMC por su menor expresión de 

CXCR4 (Fig. 41A) y menor endocitosis inducida (Fig. 42). 
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Figura 42. Endocitosis del receptor CXCR4 después d e la estimulación con SDF-1 en 
células CD34 + F, HC y HMC. 
Se muestra la expresión basal del receptor (histograma relleno gris oscuro), después del 
tratamiento con SDF-1 por 30 min a 37°C (línea negra). Se presentan los datos de una muestra 
representativa de cada ensayo. 

Una manera de aumentar la quimiotaxis de CSH es a través de la estimulación 

con medio condicionado de CSM (Peled y cols, 2002). El medio condicionado 

(Me.Co.) contiene diferentes concentraciones de citoquinas y quemoquinas 

secretadas por las CSM que en conjunto refuerzan el estímulo quimiotáctico para 

las CSH. Ante la posibilidad de escoger entre distintos medios condicionados de 

CSM, se determinó la concentración de citoquinas en los sobrenadantes 

obtenidos después de tres días de cultivo de CSM (M) y en co-cultivo con HM, 

HMC y HC mediante un arreglo de perlas para detección de citoquinas (CBA, 

cytokine bead array) (Fig. 43).  

 
Figura 43. Concentración de citoquinas en medios co ndicionados.  
A. IL-6 e IL-8. B. IFNγ, IL-4 e IL-2. C. TNFα e IL-10. Se cuantificó la concentración de IL-6, IL-8, 
IFNγ, IL-4, IL-2, TNFα e IL-10 en los sobrenadantes cosechados de los cultivos de CSM solas (M), 
células CD34+ en co-cultivo con CSM (HM), con citoquinas (HC) o con CSM y citoquinas (HMC). 
Estas concentraciones se determinaron por el método de CBA con los kits de citoquinas de 
inflamación y Th1/Th2, como se describe en la sección de materiales y métodos. n=6. 

Se estableció que los sobrenadantes de cultivos que contienen CSM (HM, HMC y 

M) contienen cantidades similares de IL-6, IL-8, IFNγ, IL-4, IL-2, TNFα e IL-10 
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(Fig. 44 A, B y C) independientemente si contienen o no células CD34+. Además 

se detectaron cantidades sustanciales de IL-6 e IL-8 (~12 ng/ml) que son factores 

importantes en la activación y migración de células CD34+, respectivamente. El 

medio condicionado de HMC (Me.Co) contiene cantidades similares de citoquinas 

que el de CSM solas (M) (Fig. 43), pero adicionalmente contiene cantidades 

conocidas de citoquinas de acción temprana (Tabla 8). Por esta razón se usó 

para los ensayos de migración de células expandidas en las condiciones HC y 

HMC (Fig. 44). 

Tabla 8. Concentración de citoquinas en medio condi cionado HMC. 
Composición del medio condicionado HMC (Me.Co.). Se muestra en la tabla de la izquierda la 
concentración de citoquinas determinadas por el ensayo de CBA y a la derecha la concentración 
de citoquinas y SFB que se adicionó al inicio del cultivo. 

 

En los ensayos de migración con el medio condicionado descrito (Me.Co.) se 

encuentra una gran inducción de la migración en HC comparada con la que se 

encuentra en HMC (~25 vs ~5 veces) (Fig. 44A). Esta diferencia podría estar 

relacionada con la mayor expresión relativa del receptor CXCR4 en HC 

comparada con la de HMC (Fig. 41A y B), pues se espera que el Me.Co. 

contenga SDF-1 entre otras citoquinas (Van Overstraeten-Schlögel y cols, 2006). 

Al evaluar la migración mediada por VCAM-1 estimulando quimiotácticamente las 

células con el medio condicionado (Me.Co.), se observa que solo las células 

CD34+ en la condición HMC son inducidas a migrar con el estímulo de VCAM-1 

(Fig. 44B). Por su parte, las células expandidas en la condición HC no solamente 

no se inducen a migrar en presencia de los estímulos de VCAM-1 y medio 

condicionado combinados, sino que hay una disminución relativa de la migración 

con respecto al basal. Estos hallazgos refuerzan el postulado de que la expansión 

con citoquinas de células CD34+ en condiciones de co-cultivo con CSM favorece 

la migración de las células a través de la molécula VCAM-1.  
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Figura 44. Migración inducida por medio condicionad o (Me.Co.) en ausencia y presencia de 
VCAM-1 en células cultivadas en las condiciones HC y HMC.  
A. Migración relativa en Me.Co. con respecto a la migración basal de HC y HMC. B. Migración 
relativa de HC y HMC inducida por los estímulos combinados de VCAM-1 y Me.Co. con respecto a 
la migración inducida por Me.Co. n=4. 

En el proceso de trasmigración ante un sustrato, las células deben adherirse con 

cierta especificidad pero a su vez tener los mecanismos para desprenderse del 

mismo y permitir un desplazamiento efectivo (Mañes y cols, 1999). Uno de los 

mecanismos que pueden explicar la disminución específica de la migración de 

CSH a través de VCAM-1 (derivada de la estimulación con citoquinas de acción 

temprana) es un cambio en la adhesividad de estas células a VCAM-1 alterando 

el proceso adhesión/de-adhesión necesario para la transmigración.   

4.7 Adhesión de células CD34 + expandidas con citoquinas en presencia y 

ausencia de CSM. 

Debido a que el efecto diferencial, inducido por el co-cultivo con CSM, en la 

migración mediada por VCAM-1 en células CD34+ expandidas con citoquinas, 

puede estar relacionado con la adherencia, se evaluó la adhesividad a ICAM-1, 

FBN y VCAM-1. La adherencia a ICAM-1 se evaluó usando la línea celular 

endotelial EAhy926, que expresa ICAM-1 de manera constitutiva e inducible (Fig. 

45A) (Lindington y cols, 1999). Esta línea carece de la expresión de VCAM-1 

(Lindington y cols, 1999). La adherencia de las células CD34+ expandidas con 

citoquinas únicamente (HC) o en co-cultivo con CSM (HMC) a células EAHy926 

previamente estimuladas o no con TNFα (10 ng/ml) se observa en la figura 45B. 

Se observan los resultados de los ensayos de adhesión a la línea celular 
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EAhy926 no estimulada, en que células tratadas en las condiciones HMC y HC se 

adhieren en porcentajes similares (Fig. 45B). Además, se observa que el 

incremento en la adherencia después de la inducción de la expresión de ICAM-1 

en las EAhy926 también es similar en HC y HMC (Fig. 45B). Se evaluó también la 

adherencia de HC y HMC a FBN, usando medio condicionado como estimulante 

de la adherencia celular. En estos ensayos (Fig. 45C) se observa que la 

adherencia basal a FBN, así como su incremento en respuesta al estímulo con 

Me.Co. es similar tanto en HC como en HMC. Al bloquear la adherencia a FBN 

mediada por VLA-5, con el anticuerpo SAM-1, se visualiza la adherencia a FBN 

mediada por VLA-4 (Fig. 45D). En estas condiciones, la adherencia a la FBN de 

las células CD34+ del tratamiento HC es significativamente mayor que las del 

tratamiento HMC (Fig. 45D). Con estos ensayos se puede concluir que la 

adherencia de las células CD34+ mediada por LFA-1 y VLA-5 no se modifica 

sustancialmente por la presencia de CSM en el cultivo de expansión con 

citoquinas. Sin embargo la adhesión mediada por VLA-4 a FBN está aumentada 

en las células expandidas solo con citoquinas (HC) comparada con la de las 

expandidas con citoquinas y CSM (HMC). 

 
Figura 45. Adherencia a ICAM-1 y FBN de células cul tivadas en las condiciones HC y HMC. 
A. Expresión de ICAM-1 de la línea celular EAhy926. Marcación con el anticuerpo anti-CD54-PE 
en condiciones de estimulación (TNFα, 10 ng/ml, línea negra) y no estimulación (línea gris clara). 
El anticuerpo de isotipo se demarca con el histograma relleno gris oscuro (Panel arriba). 
Microfotografía de fluorescencia de las células EAhy926 estimuladas o no y marcadas con 
anticuerpo anti-CD54-FITC. B. Porcentajes de células adheridas a las células EAhy926 
previamente estimuladas con TNFα (barra gris) o no (barra blanca) en las condiciones HC y HMC 
(n=6). C. Porcentajes de células adheridas en presencia o ausencia de medio condicionado (MC) 
a placas previamente cubiertas con FBN (25 µg/ml) en las condiciones HC y HMC (n=6). D. 
Adherencia a FBN con el bloqueo de la unión de VLA-5/FBN con 10 µg/ml del anticuerpo SAM-1 
en la condiciones HC y HMC, en presencia de medio condicionado (MC) (n=6). 
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Con el propósito de evaluar la adherencia mediada por VLA-4 a VCAM-1 en HC y 

HMC se usó un cultivo de CSM confluentes (de cuarto pase), que tienen una 

expresión positiva y heterogénea de VCAM-1 (Fig. 46A) y una expresión positiva 

pero baja de ICAM-1 (Fig. 46B). Al analizar la adherencia a VCAM-1 en HC y 

HMC se encontró que las células expandidas solo con citoquinas se adhirieron 

más que las expandidas con citoquinas y CSM (Fig. 46C). También se encontró 

que así como la expresión de VCAM-1 fue heterogénea en las CSM usadas como 

sustrato adherente (Fig. 46A), la adherencia en HC se aumentó en ciertas 

regiones de los pozos con CSM (Fig. 46C). Esto confirma un aumento en la 

adherencia dependiente de VLA-4 en las células tratadas en la condición HC con 

respecto a la de HMC. 

 

 
Figura 46. Adherencia a VCAM-1 de células cultivada s en las condiciones HC y HMC. 
 A. Expresión de VCAM-1 en CSM. Se muestra la marcación con el anticuerpo anti-CD106PE 
(línea negra) y control de isotipo (histograma gris). B. Expresión de ICAM-1 en CSM. Se muestra 
la marcación con el anticuerpo anti-CD54PE (línea negra) y control de isotipo (histograma gris). C. 
Número de células adherentes a CSM de las condiciones HC y HMC por campo. Cada punto es el 
resultado del conteo en el campo respectivo.  

La disminución de la adherencia a FBN y a VCAM-1 de las células CD34+ 

expandidas en co-cultivo con CSM, sugiere una modulación ya sea de la 

expresión de VLA-4 o de su afinidad por estos ligandos. Por esta razón se quiso 

explorar la expresión de diferentes moléculas de adhesión en células CD34+ 

expandidas con citoquinas y su modulación por el co-cultivo con CSM. 
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4.8 Expresión de moléculas de adhesión en células C D34+ expandidas con 

citoquinas en presencia y ausencia de CSM. 

Los efectos observados en la migración y adhesión derivados de la expansión de 

células CD34+ podrían explicarse por diferencias en la expresión de las moléculas 

contra-receptoras de los ligandos evaluados: VCAM-1, FBN e ICAM-1. Las 

moléculas heterodímericas VLA-4 (CD49d/CD29), VLA-5 (CD49e/CD29) y LFA-1 

(CD11a/CD18) son los principales ligandos de VCAM-1, FBN e ICAM-1 

respectivamente (Tabla 2). Se evaluó el cambio en la expresión de estas 

moléculas en conjunto con la de la selectina CD44 y la de CD54, tomando en 

cuenta la expresión basal en células frescas CD34+ aisladas de SCU. En la figura 

47, se observan los histogramas de la expresión de CD49d (Fig. 47A (i)), CD49e 

(Fig. 47B (i)), CD11a (Fig. 47C (i)), CD44 (Fig. 47D (i)) y CD54 (Fig. 47E (i)) en 

células frescas CD34+ (línea punteada) y expandidas con citoquinas con CSM 

(línea gris) y sin CSM (línea negra). Se observa que la expresión de CD49d, 

CD49e, CD11a y CD44 aumenta en las células expandidas con citoquinas, 

mientras que la expresión de CD54 disminuye con la expansión. Al analizar 

estadísticamente en las células CD34+ (CFSE+) la expresión de las distintas 

moléculas de adhesión, en las condiciones de expansión con citoquinas 

únicamente (HC) o en co-cultivo con CSM (HMC) (Fig. 47 A-E (ii)), se encontró 

que CD11a fue la única molécula regulada negativa y significativamente por el co-

cultivo con CSM (Fig. 47C (ii)). Se esperaba una diferencia en la expresión 

CD49d y no en CD11a ante las diferencias encontradas entre HC y HMC en la 

funcionalidad migratoria y adhesiva mediada por VCAM-1. Sin embargo, se 

exploró más a fondo la expresión diferencial de CD11a entre HC y HMC, 

determinando si esta diferencia dependía de los factores solubles secretados por 

las CSM, la división celular o el contacto intercelular. Se determinó la expresión 

de CD11a vs CFSE en las células expandidas solo con citoquinas (HC) y en las 

fracciones adherente y no adherente de células CD34+ co-cultivadas con CSM y 

expandidas con citoquinas (HMC). 
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Figura 47. Expresión de moléculas de adhesión en cé lulas CD34 + frescas y cultivadas en las 
condiciones HC y HMC. 
 A. CD49d. B. CD49e C. CD11a D. CD44 E. CD54. (i) Se muestran los histogramas sobrelapados 
de la expresión de cada molécula en células frescas (línea punteada), HC (línea negra) y HMC 
(línea gris). (ii) Comparación de la expresión (IMF) de las moléculas de adhesión en HC y HMC.   

En la figura 48A se muestran los diagramas de citometría de flujo de células 

marcadas con CFSE y CD11a, en los que la población de células no divididas 

(d0) de HC presenta una expresión menor de CD11a. Este resultado indica que el 

aumento en la expresión de CD11a es propio de las células que se dividen. Sin 

embargo, las células CD34+ co-cultivadas con CSM y citoquinas mantienen baja 

la expresión de CD11a (Fig. 48A) a pesar de las divisiones celulares. Este patrón 

de expresión de CD11a es comparable entre la fracción adherente y no adherente 

del co-cultivo (HMC), lo que sugiere que esta regulación no es únicamente en las 

células adheridas a las CSM (Fig. 48A). Para determinar el papel de los factores 

solubles secretados por las CSM en la modulación de CD11a de células CD34+, 

se estableció un sistema de co-cultivo con CSM y estimulación de citoquinas en 

condiciones de no-contacto usando insertos transwell con un poro de 0,4 µm 

(HMC transwell 0,4 µm) (Fig. 48B). En estos ensayos se observa que la expresión 

de CD11a se puede regular sin el contacto directo entre CSM y células CD34+ ya 

que la expresión de esta molécula es intermedia entre HC y HMC.  
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Figura 48. Factores regulatorios de la expresión de  CD11a en células CD34 + en expansión. 
A. Diagramas de citometría de flujo de la expresión de CD11a y dilución de CFSE de HC y HMC. 
Se separaron las células CD34+ adherentes de las no adherentes en HMC. B. Expresión de 
CD11a en HC (línea negra) y HMC (histograma relleno gris). Se muestra la expresión de CD11a 
en células CD34+ sembradas en condición de no-contacto (HMC transwell (0,4 µm) (línea 
punteada). C. Doble marcación de CD11a con los clones MEM25 y H111 en HC y HMC. D. 
Expresión de CD11a en HC (línea negra) y HMC (histograma relleno gris). Se muestra la 
expresión de CD11a de células CD34+ co-cultivadas solo con CSM (línea gris). Marcación con el 
anticuerpo H111. 

Esto sugiere que los factores solubles presentes en el medio condicionado por las 

CSM si desempeñan un papel en la regulación negativa de CD11a. Al evaluar la 

expresión de CD11a con otro anticuerpo monoclonal distinto (clon H111) se 

observa que la detección se correlacionó directamente con la detección con el 

clon usado hasta ahora (MEM25) (Fig. 48C). Las diferencias observadas 

anteriormente (en la expresión de CD11a) entre HC y HMC se repiten con el clon 

H111 (Fig. 48D). Con el uso de este clon también se observa que la expresión de 

CD11a en las células CD34+ co-cultivadas con CSM sin citoquinas (HM) es igual 

a la de HMC, indicando que son las CSM las responsables de este efecto.  

La importancia del uso de un clon diferente para la detección de una integrina 

radica en que cada clon puede ir dirigido contra un epítope distinto, que se 

exponga u oculte según la activación de esa integrina (Ma y cols, 2002; Chigaev y 

cols, 2003). En LFA-1 (compuesta por CD11a y CD18) se han descrito diferentes 

cambios conformacionales relacionados con la inactivación o estadios de 

activación de la molécula que se detectan con diferentes clones de anticuerpos 
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(Wang y cols, 2009). De esta manera algunos anticuerpos detectan la inactivación 

o activación de esta molécula (Ma y cols, 2002; Wang y cols, 2009). El clon H111 

se reporta como un clon dirigido contra la forma inactiva del LFA-1 humano 

(también llamada conformación cerrada) (Ma y cols, 2002). Esto abrió la 

posibilidad de que una detección aumentada de CD11a en la superficie de las 

células no sea secundaria a un aumento de la transcripción de este gen sino a 

una inactivación de moléculas en la superficie. Por esta razón se hizo una 

cuantificación relativa del ARNm de las moléculas CD49d, CD44 y CD11a usando 

sondas Taqman. Se calculó el cambio relativo HC/HMC en la expresión de dichos 

genes. Teniendo en cuenta los datos de citometría, la relación HC/HMC de 

expresión de las proteínas CD44 y CD49d es alrededor de 1, mientras que la de 

CD11a es de alrededor de 2. El análisis de 2-∆∆Ct de la expresión del gen CD11a 

en HC y HMC comparativamente con los de CD49d y CD44 (Fig. 49) no evidenció 

cambios consistentes en la expresión de CD11a mostrados por la citometría de 

flujo. Mientras que los experimentos 1 y 4 muestran un efecto relacionado con la 

inactivación de moléculas en la superficie los experimentos 2 y 3 parecerían 

revelar un cambio en la transcripción del gen (Fig. 49). Por esta razón se 

realizaron otras pruebas para estudiar la existencia de un cambio conformacional 

de LFA-1.  

 
Figura 49. Cantidad relativa de transcritos de CD11 a, CD49d y CD44 en HC y HMC. 
Se aisló ARN total de las células CD34+ cultivadas en las condiciones HC y HMC de cuatro 
experimentos diferentes. A partir del cADN sintetizado de cada muestra se realizan 
amplificaciones en tiempo real de los genes CD11a, CD49d, CD44 y TBP (gen de normalización). 
Se utilizaron primers y sondas Taqman (Applied Biosystems). Se calculó el ciclo umbral (Ct) de 
cada uno de los genes, verificando la eficiencia de la reacción. Con el análisis de 2-∆∆Ct se calcula 
la expresión de cada gen en la condición HMC con relación a la expresión del mismo gen en HC. 
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4.9 Estados de activación de LFA-1 de células CD34 + expandidas con 

citoquinas en presencia y ausencia de CSM 

Para determinar cambios en la activación de LFA-1 en los tratamientos HC y 

HMC se usó el clon MEM148 que reconoce la molécula activa de LFA-1 (Drbal y 

cols, 2001; Beals y cols, 2001). Debido a que se marcó indirectamente usando un 

anticuerpo secundario acoplado a FITC, el análisis de la marcación específica de 

MEM148 se realizó teniendo en cuenta la intensidad media de fluorescencia (IMF) 

del marcaje inespecífico. Se calculó la relación de la IMF de marcaje con ambos 

anticuerpos (MEM148 y secundario) sobre la IMF de marcación del anticuerpo 

secundario comparando HC y HMC. En la figura 50A se observa que la 

marcación específica con el MEM148 es dos veces mayor en HMC que en HC. Al 

analizar las imágenes de microscopía confocal se observa el mismo incremento 

relativo de la marcación con MEM148 en HMC (Fig. 50B). Es importante anotar 

que la distribución celular de la molécula LFA-1 activa demarca lo que ha sido 

llamado la zona focal en la migración de células T (Smith y cols, 2005). Esta zona 

se encuentra entre el urópodo y el lamelipodio de las células polarizadas. 

 

Figura 50. Detección de las conformaciones abierta y cerrada de LFA-1 en HC y HMC. 
Marcación de la conformación abierta  de LFA-1 con el anticuerpo monoclonal MEM148 (A y B). 
Marcación de la conformación cerrada de LFA-1 con el anticuerpo monoclonal MEM25 (C). A. Se 
calculó la relación entre la IMF de la marcación específica con el anticuerpo monoclonal MEM148 
y el secundario y la IMF de la marcación inespecífica con el anticuerpo secundario. B. Imagen de 
microscopía confocal de células HC y HMC marcadas indirectamente con el anticuerpo MEM148. 
C. Imágenes de Microscopía de células HC y HMC detectadas con el clon MEM25. Los asteriscos 
en B y C (*) indican el frente de migración (leading edge). 

De la misma manera, se comparó por microscopía la intensidad y distribución 

celular de la molécula LFA-1 cerrada en HC y HMC, usando el anticuerpo MEM25 
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(Fig. 50C). Se encontró una intensa marcación en las células CD34+ cultivadas 

con solo citoquinas (HC), que se distribuye desde el urópodo hasta la zona focal 

llegando al frente de migración de la célula (Fig. 50C). En cambio en las células 

polarizadas CD34+ cultivadas con CSM y citoquinas (HMC), la marcación de la 

molécula cerrada de LFA-1 se limitó al urópodo (sin alcanzar la zona focal). Estos 

resultados demuestran que el co-cultivo con CSM impide la inactivación de las 

moléculas LFA-1 de la zona focal de células CD34+ expandidas con citoquinas. 

4.10 Migración mediada por VCAM-1 y actividad de LF A-1 en células CD34 + 

expandidas en presencia y ausencia de CSM 

En otros tipos celulares de origen hematopoyético se ha encontrado que la 

funcionalidad de las moléculas VLA-4 y LFA-1 no es independiente (Porter y 

Hogg, 1997; Chuang y cols, 2004). Por ejemplo, en monocitos la interacción de 

LFA-1 con su ligando ICAM-1 (que activa a LFA-1), induce la inactivación de la 

molécula VLA-4 atenuando la interacción con VCAM-1 (Chuang y cols, 2004). Por 

cuanto nuestros resultados mostraron un incremento de la adhesión mediada por 

VLA-4, correlacionada con la inactividad de la molécula LFA-1, se pensó en una 

posible regulación cruzada entre estas dos moléculas. Se evaluó la migración 

mediada por VCAM-1 en presencia y ausencia de SDF-1, con el bloqueo de la 

molécula activada de LFA-1 (con el anticuerpo MEM148). En la figura 51A se 

observa que la migración mediada por VCAM-1 en las células HC y HMC, no se 

afecta por la presencia del anticuerpo MEM148. Sin embargo, en presencia de 

SDF-1, la migración mediada por VCAM-1 se disminuye con el bloqueo de la 

molécula activa de LFA-1, en HC y en HMC (Fig. 51B). El efecto exclusivo del 

anticuerpo MEM148 en la condición de estimulación con SDF-1, se presume que 

se debe a la mayor disponibilidad del epítope activado reconocido por el 

MEM148. En concordancia, en la figura 51C se puede observar como el epítope 

de inactivación (clon H111-APC) se oculta en células CD34+ expandidas 

disminuyendo su IMF después de una hora estimulación con SDF-1. Estos 

resultados indican que la inactivación de LFA-1 puede afectar indirectamente la 

migración en CSH mediada por VCAM-1 y especialmente la inducida por SDF-1. 
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Figura 51. Efectos del anticuerpo MEM148 en la migr ación mediada por VCAM-1 en HC y 
HMC. 
Se muestran los resultados de los ensayos de migración in vitro con transwell recubiertos con 
VCAM-1 (10 µg/ml). Se muestran los porcentajes de células que migraron después de 4 h de 
incubación en ausencia (CT) o presencia de 10 µg/ml de MEM148 (MEM148). A. En ausencia de 
SDF-1. B. En presencia de SDF-1 (100 ng/ml) (n=6). * p< 0,05. C. LFA-1 inactivo en células 
expandidas con citoquinas en ausencia (histograma relleno) y presencia de SDF-1 (línea negra).  

4.11 Expresión de LFA-1, diferenciación y migración  

Se ha demostrado hasta ahora que las células CD34+ al tercer día de cultivo con 

citoquinas expresan más LFA-1 como una molécula cerrada que las células 

frescas o las co-cultivadas con CSM. Se exploró si algún cambio adicional en la 

expresión de esta molécula ocurría tras cinco días de cultivo en los que 

anteriormente se había determinado una intensa pérdida del marcador de 

selección CD34+ (Fig. 52).  

 
Figura 52. Expresión de la molécula de LFA-1 (inact iva) y de CD34 en células CD34 + frescas 
y cultivadas con citoquinas por tres y cinco días. 
Las células CD34+ frescas (D0) y después del cultivo con citoquinas por tres (D3) y cinco (D5) 
días se marcaron con el anticuerpo MEM25 (CD11a-PE, LFA-1 inactiva). Las diferentes regiones 
de intensidad de marcación de LFA-1 (negativa, baja/intermedia y alta) se muestran en los 
paneles superiores. La expresión de CD34 (marcación con el anticuerpo antiCD34-APC) en las 
células marcadas con el anticuerpo MEM25 se muestra en los paneles inferiores. 
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Tras definir tres regiones de expresión de LFA-1 en su conformación cerrada 

(negativa, baja/intermedia y alta) se encontró que la proporción de células con 

alta expresión es del 6% el día 0 de cultivo, aumentando a 46% al tercer día y a 

73% al día quinto de cultivo (Fig. 52). Al analizar esta expresión en relación con la 

del marcador CD34 se encuentra una relación inversa. Al quinto día se observa 

que las células con menor expresión de CD34 son las que expresan más 

intensamente la molécula cerrada LFA-1 (Fig. 52, paneles inferiores).  

Dado la relación inversa entre la expresión de LFA-1 con la migración mediada 

por VCAM-1 y con la expresión de CD34+, se evaluó si la migración mediada por 

VCAM-1 está relacionada con el estadio de diferenciación de las células. Para 

este fin marcaron las células HC y HMC con los anticuerpos anti-CD34 y anti-

CD133 antes de la migración y después de ella. Se calculó el porcentaje de 

células CD34-/CD133- (más diferenciadas) en las células que migraron (Mig.) a 

través de los insertos recubiertos de VCAM-1 y en las células sembradas 

inicialmente en los insertos (Input). En la figura 53 se muestra que las células que 

migran (Mig.) a través de VCAM-1 son menos diferenciadas que el total de 

células sembradas (Input) (Fig. 53). Se puede observar también que la 

variabilidad de la expresión de CD34 y CD133 en HC es mayor que la de HMC. 

Esto indica que el fenotipo primitivo de CSH, se selecciona a través de la 

migración mediada por VCAM-1, selección que favorece más a las HMC.  

 

Figura 53. Migración mediada por VCAM-1 de células con inmunofenotipo CD34 -/CD133- que 
han sido cultivadas en las condiciones HC y HMC. 
Se comparan los porcentajes de células doblemente negativas (CD133-/CD34-) sembradas (Input) 
con las células doblemente negativas que migraron (Mig), en ensayos de migración mediada por 
VCAM-1. Las células cultivadas en las condiciones HC y HMC se marcaron con los anticuerpos 
anti-CD34-APC y anti-CD133-PE. Asimismo, se marcaron las células cosechadas en la cámara 
inferior de los transwell cosechadas de los ensayos de migración mediada por VCAM-1 (n=4). 
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4.12 Motilidad de células CD34 + expandidas con citoquinas en presencia y 

ausencia de CSM. 

Giebel y cols reportaron que la expansión con citoquinas induce una elongación 

de las células CD34+ dependiente de Akt y una polarización de los marcadores 

CD133, CD43, CD44 y CD54, similar a lo que encontramos con la LFA-1 inactiva 

(Figs. 50C, 54A) (Giebel y cols, 2004). En nuestros ensayos durante la expansión 

de células CD34+ con citoquinas, también observamos que las células CD34+ 

cambiaron de una morfología redondeada (F) a una elongada (HC) (Fig. 54A).  

 
Figura 54. Morfología de las células frescas CD34 + y en las condiciones HC y HMC. 
A. Se observa la morfología redondeada de las células frescas (F) y la morfología elongada de las 
expandidas (HC). Se observa que la marcación de LFA-1 en su conformación cerrada con los 
clones H111 y MEM25 es equivalente. El asterisco representa el frente de migración (leading 
edge). B. Microfotografías del cultivo de células CD34+ expandidas con citoquinas en ausencia 
(HC) o presencia de CSM (HMC).  

De manera interesante se observó que la presencia de CSM en el cultivo 

preservó la morfología redondeada de las células (Fig. 54B). El análisis de 

distribución de frecuencias de células elongadas y redondeadas en HC y HMC 

(1000 células /tratamiento) demostró que las células elongadas se encuentran 

con una frecuencia 5 veces mayor en las células CD34+ expandidas con 

citoquinas sin CSM (OR=5,16) (Tabla 9). 

Tabla 9. Distribución de frecuencias de células elo ngadas y redondeadas en HC y HMC 
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La polarización es una característica propia de las células con potencial de 

movilidad (Sánchez-Madrid y del Pozo, 1999) por lo que se determinó la motilidad 

en tiempo real de las células HC y HMC. Se realizaron video-microscopías de las 

células cosechadas de las condiciones HC y HMC, sembrándolas en medio 

condicionado sobre CSM confluentes. En la figura 55 y video 1 se muestra como 

todas las células expandidas con citoquinas están activas y móviles. Algunas de 

ellas se desplazan y otras solo se quedan adheridas por el urópodo haciendo 

movimientos exploratorios (flecha negra abierta). En la figura 56 y video 2 se 

observa que la mayoría de las células que se co-cultivaron con CSM y con 

citoquinas siguen redondeadas y no son móviles.  

 
Figura 55. Video-microscopía de HC sembradas en med io condicionado sobre CSM.  
Se seleccionaron los mismos tiempos de captura para el análisis. Tiempo total de video: 45 min. 
Las células móviles con desplazamientos cortos y largos se señalan con flechas negras y blancas, 
respectivamente.  

 
Figura 56. Video-microscopía de HMC sembradas en me dio condicionado sobre CSM. 
Tiempo total de video: 45 min. Las células que presentan pequeños desplazamientos se señalan 
con flechas blancas. Las células inmóviles se indican con flechas negras. Se indica una célula 
móvil que aparece en los últimos cuatro recuadros con un asterisco blanco. En cada recuadro una 
célula se identifica con un tipo particular de flecha. 
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Se cuantificó la velocidad y desplazamiento de cada célula en los videos 

obtenidos; las células cultivadas con citoquinas (HC) tienen un desplazamiento y 

velocidad 3 veces mayor que las que han sido co-cultivadas con CSM (Fig. 57A y 

B). En la figura 57C se muestran las trayectorias celulares de los videos 

analizados, mostrando mayores trayectorias en HC que en HMC. Estos 

resultados indican que en las HMC se regula negativamente el comportamiento 

altamente móvil de las HC inducido por las citoquinas. 

 
Figura 57. Desplazamientos, velocidades y trayector ias de HC y HMC.  
Los videos de las células tratadas en las condiciones HC y HMC sembradas en medio 
condicionado sobre CSM, se analizaron con la herramienta de seguimiento manual del programa 
NIS-Elements Advanced Research software. El desplazamiento de cada célula se siguió cada 20 
seg durante 45 min. Se muestran los cálculos de desplazamiento (A) y velocidad (B) de cada 
célula tratada HC y HMC de dos de los videos analizados. Cada punto representa el dato de una 
célula. C. Trayectorias observadas en uno de los campos de un video representativo grabado de 
células HC y HMC.  

4.13 Vías de señalización intracelular involucradas  en la expansión de 

células CD34 + con citoquinas  y en co-cultivo con CSM. 

La inducción de polarización en células CD34+ por citoquinas de acción temprana 

depende de la activación de la vía PI3K/Akt (Giebel y cols, 2004). Se exploró 

comparativamente (en HC y HMC) la fosforilación específica de Akt (serina 473) 

(Buitenhuis y cols, 2010) y de Erk en los residuos treonina 202 y tirosina 204 
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dados los efectos del co-cultivo en la polarización celular. Dadas las cantidades 

de células cosechadas por tratamiento no se contemplaron ensayos de Western 

blot sino de phosphoflow. En la figura 58, se observa que las fosforilaciones de 

Akt (A) y Erk (B) están aumentadas con respecto a su control (Ctrl); pero la serina 

473 de Akt en las células CD34+ tratadas en la condición HMC está 

significativamente menos fosforilada comparada con las células HC (Fig. 58A). El 

efecto de las CSM en la fosforilación de Erk no es claro (Fig. 58B). Dado el papel 

de la fosforilación de Akt en células REH (Sarkar y cols, 2002), la fosforilación de 

Akt también se evaluó en células REH co-cultivadas o no con CSM.  

 

 
Figura 58. Fosforilaciones en Ser-473 Akt y Thr-202 /Tyr204 Erk de células en las 
condiciones HC y HMC. 
A. IMF de la p-Ser473 de Akt en HC y HMC (Ctrl, en recuadro gris) n=7. B. IMF de la p-Thr-
202/Tyr204 de Erk en HC y HMC. Se muestra la IMF de células no marcadas con anticuerpo (Ctrl, 
en recuadro gris) n=7. C. Histogramas de fosforilación de Akt (arriba) y Erk (abajo) de células REH 
en cultivo sin CSM (línea negra), con CSM (línea gris), estimuladas con PMA (10 ng/ml) (línea 
punteada).  

Consistentemente, el efecto visto en células CD34+ se repitió en células REH 

(línea de leucemia linfoblástica aguda) co-cultivadas con CSM, pues mostraron 

una menor fosforilación de la serina 473 de Akt (Fig. 58C, panel de arriba, línea 

gris) que las no co-cultivadas (Fig. 58C, arriba, línea negra). La fosforilación de 

Erk en células REH no parece estar afectada por el co-cultivo con CSM (Fig. 58 

C, abajo, línea gris), pero si por la estimulación con PMA (Fig. 58, abajo, línea 

punteada), que induce la fosforilación de Erk mas no la de Akt. Teniendo en 



Propiedades  de adhesión, migración y motilidad de células stem hematopoyéticas expandidas 
con citoquinas de acción temprana  en co-cultivo con células stem mesenquimales 

111 
 

cuenta estos ensayos, se postula que la presencia de CSM modula la vía de 

fosforilación de Akt de las CSH, participando a través de esta en la regulación de 

la motilidad de las CSH.  

En este trabajo se observó que el co-cultivo de células CD34+ con CSM en un 

cultivo de expansión modula los efectos de las citoquinas sobre las propiedades 

migratorias, adhesivas y de motilidad de las CSH. El co-cultivo con CSM permite 

preservar un fenotipo de baja adhesión mediada por VLA-4 en las células CD34+ 

co-cultivadas, lo que les permite a las CSH una migración mediada por VCAM-1. 

En la regulación positiva de la migración de CSH mediada por VCAM-1 participa 

la señal de LFA-1, la cual se mantiene más activa en células CD34+ co-cultivadas 

con CSM. Contrastando con una migración afectada en células expandidas con 

citoquinas mediada por el estímulo combinado de VCAM-1 y agentes 

quimiotácticos; el co-cultivo de CSH con CSM preserva la migración mediada por 

VCAM-1 en presencia de estímulos quimiotácticos. La polarización de las células 

expandidas con citoquinas se relaciona con una actividad quimiotáctica basal 

aumentada y una mayor fosforilación de Akt. Por el contrario las CSH expandidas 

con citoquinas en presencia de CSM muestran menor polarización, menor 

actividad quimiotáctica basal y una menor fosforilación de Akt. Este último efecto 

se repite en células leucémicas en donde la señal de Akt esta activada y el co-

cultivo con CSM puede regular negativamente esta señal. 

En conclusión el co-cultivo de CSM con CSH en presencia de citoquinas no solo 

permite la expansión de las CSH de forma más eficiente sino que mantiene un 

fenotipo migratorio que se acerca más a lo que se observa en CSH recién 

aisladas. Estos hallazgos permiten postular que el beneficio del uso en 

trasplantes de CSH expandidas en condiciones de co-cultivo con CSM se debe 

en parte a la preservación de ciertas capacidades migratorias, adhesivas y de 

motilidad que les permite a las CSH encontrar nichos más apropiados dentro de 

la MO. 
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5. Discusión 

Como un caso excepcional en investigación, los estudios sobre CSH han 

concretado paralelamente su utilidad clínica y sus propiedades funcionales 

básicas. Las CSH son una posibilidad terapéutica desde hace casi cincuenta 

años (Bryder y cols, 2006). Pero a pesar de ser el paradigma de la terapia 

regenerativa, el conocimiento sobre ciertos aspectos de la fisiología de las CSH 

es incompleto. Una de las razones que explican estos vacíos es la dificultad en el 

estudio de estas células debido a su baja frecuencia relativa en sus fuentes 

originales. Además, estrategias de estudio como el establecimiento de líneas 

celulares no son extrapolables a las CSH. Por lo tanto para el estudio de las CSH 

es necesario aislar la población primaria de su fuente original.  

Asimismo, la funcionalidad de las CSH es determinada por su microambiente 

original involucrando en su estudio a otros tipos celulares, como las células stem 

mesenquimales (CSM). Las CSM hacen parte del microambiente de las CSH y 

gran cantidad de evidencia in vivo y ex vivo demuestra su papel en la modulación 

de la hematopoyesis embrionaria, fetal y adulta (para revisión Wagner y cols, 

2008). En la búsqueda de fórmulas para la expansión ex vivo de las CSH, la 

combinación CSM y citoquinas solubles han mostrado un camino promisorio 

(Wagner y cols, 2008; Walenda y cols, 2010). Saltando rápidamente a la 

terapéutica clínica, las CSM se han utilizado como soporte en la expansión de 

CSH con resultados positivos (Kelly y cols, 2009; Robinson y cols, 2011). La 

mayoría de estudios de los efectos de las CSM sobre las CSH se han enfocado 

en cómo las CSM permiten o no obtener un fenotipo hematopoyético primitivo que 

se va perdiendo en las CSH luego de la expansión con citoquinas (Jang y cols, 

2006; Fei y cols, 2007, Walenda y cols, 2011). Sin embargo, las citoquinas no 

solo afectan el fenotipo primitivo de las CSH. Como se ha visto en este trabajo los 

efectos de las citoquinas también se ven en las propiedades de adhesión, 

migración y de motilidad de las CSH. Las CSM crean un microambiente que 

permite modular muchas de las funciones de las CSH, pero su modulación en la 
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adhesión, migración y motilidad de CSH está todavía bastante inexplorada. En 

este estudio se contemplan los efectos del co-cultivo con CSM la expansión de 

CSH en presencia o ausencia de CSM con un enfoque en los cambios que se 

presentan en las propiedades migratorias, adhesivas y de motilidad celular pues 

estas propiedades también determinan el éxito de la terapia celular (Chavakis y 

cols, 2008). 

Se discutirán a continuación las fases iniciales de este estudio en las que se 

optimizan las condiciones de aislamiento de CSH, CSM y su expansión, para 

luego discutir los efectos de las CSM en las propiedades migratorias, adhesivas y 

de motilidad de las CSH expandidas con citoquinas. 

5.1 Consideraciones del aislamiento de CSH 

Se utilizaron muestras de SCU como fuente de CSH, por sus mencionadas 

ventajas (Tabla 3). Además la temática de la expansión de CSH es más aplicable 

y significativa en el caso de unidades de SCU pues, como ya se anotó, el número 

total de CSH es menor en SCU que en MO. El uso de tubos heparinizados de 10 

ml de capacidad, permitió una recolección controlada del volumen SCU con la 

cantidad apropiada de anticoagulante. En estudios anteriores se ha observado 

que la dilución excesiva de la muestra de SCU, como sucede al utilizar la bolsa 

CPDA, disminuye los parámetros hematológicos de WBC y RBC (Freise y cols, 

2009). Nuestros resultados iniciales en los que colectamos las muestras de SCU 

en bolsa CPDA mostraron pérdidas de viabilidad en las muestras más diluidas. 

De estos parámetros depende el número de CSH aisladas, por lo que al optimizar 

este paso también se garantiza la obtención de un mayor número de CSH por 

unidad de SCU. 

El aislamiento inmunomagnético con anticuerpos anti-CD34 es una de las 

técnicas que garantiza reproducibilidad y esterilidad para aislar CSH humanas (de 

Wynter y cols, 1999). Sin embargo, en ocasiones los resultados no son los 

esperados, con el consumo ineficiente de los costosos recursos que implica la 

purificación. Las bajas frecuencias de células CD34+ (0,1%-0,8%) en las unidades 
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de SCU, así como los volúmenes disminuidos de las muestras limitan la eficiencia 

del aislamiento inmunomagnético (Cancelas y cols, 1996). En nuestro medio, la 

práctica de pinzamiento diferido del CU, protocolaria en el Instituto Materno 

Infantil de Bogotá resulta en la recolección de volúmenes reducidos de SCU 

(Andersson y cols, 2011), lo que implicó un abordaje técnico más estricto de la 

purificación de estas células.  

En cuanto a la purificación inmunomagnética se comprobó la necesidad del uso 

de dos columnas magnéticas y el aumento de los volúmenes de elución de las 

mismas para obtener poblaciones puras de células CD34+. Esto concuerda con lo 

reportado sobre la necesidad del uso de dos columnas para la purificación de 

células CD34+ de SCU (Kekarainen y cols, 2006). 

El tamizaje de las muestras de SCU ha sido propuesto por otros autores para el 

almacenamiento efectivo de unidades de SCU en bancos especializados para su 

posterior uso clínico (Urcioli y cols, 2010). Se propuso en este trabajo un tamizaje 

de muestras de SCU antes de la purificación inmunomagnética que garantice que 

el procedimiento de aislamiento permitirá la obtención de una cantidad suficiente 

de células CD34+ para la experimentación a pequeña escala. En nuestro caso se 

tomaron como números base 5 x 105 células para los análisis necesarios de 

células CD34+ expandidas y 1 x106 células CD34+ para los análisis en células 

frescas. Utilizando los datos de 59 muestras se realizó una regresión múltiple de 

los datos obtenidos de cada muestra antes y después de la purificación 

inmunomagnética. Se estableció que tres de las variables analizadas (volumen de 

la muestra, WBC y RBC) se correlacionan con el número de células CD34+ 

obtenidas al final del procedimiento (Tabla 6). Urciuoli y cols, reportan también 

que el volumen y el total de leucocitos se correlacionan con los conteos de 

células CD34+ en muestras no purificadas (Urciuoli y cols, 2010). Definiendo 

previamente que los números de células CD34+ requeridos para los montajes 

experimentales eran de 5 x 105 y 1 x 106 CSH se analizaron las curvas ROC 

construidas para estas tres variables.  

Se escogieron los volúmenes de SCU de 27 ml y 35 ml ya que estos valores 
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permiten captar respectivamente, las muestras de las que se obtendrán 5 x 105  y 

1 x 106 células CD34+, con una sensibilidad del 75%. Estos volúmenes son 

comparativamente bajos con lo recolectado en bancos de SCU que descartan las 

muestras con un volumen menor a 60 ml (sin incluir el volumen de anticoagulante 

y preservantes) (Ballen y cols, 2001; Lechi y cols, 2009). Con los bajos 

volúmenes de SCU obtenidos debido a la práctica de pinzamiento tardío del CU, 

más del 80% de las muestras de SCU se hubiesen descartado en este estudio al 

usar el umbral de recolección de 60 ml. De esta forma se pudo racionalizar la 

recolección con respecto a los parámetros de volumen y la necesidad de células 

CD34+ necesarias para cada experimento. 

Tomando en cuenta los volúmenes seleccionados se siguió con el procedimiento 

de aislamiento de la FCBD y el análisis de los parámetros hematológicos de esta 

fracción, para aumentar la especificidad de la selección de las muestras. Con el 

análisis del número de leucocitos (WBC) de la FCBD, se sugiere realizar el 

aislamiento inmunomagnético de las muestras que tengan 194 x 106 o 294 x 106 o 

más células (WBC) dependiendo de una necesidad experimental de 5 x 105  o 1 x 

106 células CD34+, respectivamente. Estos valores aseguran con un 90% de 

especificidad la selección, descartando con alto valor predictivo (5 y 3, 

respectivamente) las muestras que no poseen los números de células CD34+ 

deseados.  Adicionalmente, con estos resultados se previene sobre la depleción 

excesiva de eritrocitos en las FCBD y el uso de muestras con porcentajes bajos 

de linfocitos, pues resultan en la disminución en los números de células CD34+ y 

en la pureza de células CD34+, respectivamente. Esta selección escalonada de 

las muestras para la obtención de células CD34+ aisladas de SCU, tomando en 

cuenta primero el volumen de muestra y después los parámetros hematológicos 

de la FCBD es novedoso y especialmente útil en investigación básica. De esta 

manera se optimiza el tiempo de trabajo y el uso de recursos costosos como son 

los insumos para el aislamiento inmunomagnético de células CD34+.   

Con estos resultados se estableció un procedimiento de selección de muestras 

que permite una purificación inmunomagnética costo-efectiva a pequeña escala 
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que no había sido publicado hasta ahora (Perdomo-Arciniegas y Vernot, 2012, 

Artículo N° 1).   

5.2 Consideraciones para el aislamiento y expansión  de CSM 

Aunque la población de CSM es mucho menos frecuente en la MO que la de 

células CD34+ en SCU (Castro-Malaspina y cols, 1980), su aislamiento no 

representó los retos técnicos mencionados anteriormente. El carácter adherente 

de las CSM permite su aislamiento con un método sencillo, de bajo costo y de 

alta eficiencia (Pittenger y cols, 1999). Las CSM recién aisladas se duplican en un 

tiempo aproximado de 24 h (Honczarenko y cols, 2006) lo que nos permitió (con 

pocas muestras) obtener números suficientes de CSM para el montaje de los 

experimentos de co-cultivo. Se eligió el aislamiento de las CSM a partir de células 

de MO pues estas son más eficientes en el mantenimiento de progenitores 

hematopoyéticos que las CSM aisladas de tejido adiposo (Wagner y cols, 2007; 

Wagner y cols, 2008). Las CSM aisladas para este estudio cumplieron con los 

criterios de inmunofenotipo y multipotencialidad presentados por la ISCT para 

categorizar a estas células (Dominici y cols, 2006).  

Antes del montaje de los co-cultivos con CSH, las CSM se expandieron solo 

hasta un tercer o cuarto pase previniendo la pérdida eventual de sus capacidades 

estimulatorias y secretorias durante su expansión (Honczarenco y cols, 2006). Se 

ha encontrado que con el cultivo de CSM la expresión de VCAM-1, SDF-1, entre 

otras moléculas de adhesión y quemoquinas, se reduce progresivamente 

después del segundo pase (Honczarenco y cols, 2006). Dado que reportes 

anteriores documentan que VCAM-1 es fundamental en el mantenimiento 

hematopoyético derivado del co-cultivo (Teixidó y cols, 1992; Wang y cols, 1998), 

éste estaría afectado al usar por ejemplo CSM de duodécimo pase en las que la 

expresión de VCAM-1 es nula (Honczarenco y cols, 2006). La evidencia 

presentada en este trabajo demuestra que la CSM usadas expresan altos niveles 

de VCAM-1 pero en forma heterogénea (Fig. 46), esto puede reflejar niveles 

variables de pérdida de la expresión de VCAM-1 por el cultivo de las CSM. 
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Recientemente, se demostró que la capacidad de las CSM como soporte 

hematopoyético se afecta después del cuarto pase en cultivo (Briquet y cols, 

2010; Walenda y cols, 2010). Estos ensayos de xenotransplante de células 

CD34+ co-cultivadas con CSM muestran que las CSH co-cultivadas solo 

aumentan y mantienen su capacidad repobladora hematopoyética con el uso de 

CSM de no más de cuatro pases (Briquet y cols, 2010).   

En este estudio se usaron CSM en su tercer o cuarto pase de cultivo aisladas de 

MO estableciendo una condición óptima de mantenimiento hematopoyético. 

5.3 Consideraciones sobre la expansión de CSH 

Como se ha comentado antes, múltiples combinaciones de citoquinas se han 

ensayado para la expansión de CSH, sin todavía tener una fórmula efectiva 

(Walenda y cols, 2011; Kelly y cols, 2009, Hofmeister y cols, 2007). En este 

trabajo se usó la combinación de citoquinas de acción temprana para la 

expansión de células CD34+, por ser de todas esta combinación la más estudiada 

(Szilvassy y cols, 2001; Herrera y cols, 2001; Ando y cols,  2006; Vanheusden y 

cols, 2007; Fei y cols, 2007; Yamamura y cols, 2008). Además, se tuvo en cuenta 

que esta combinación también se usa como base de adición de otros factores 

como el G-CSF (Foguenne y cols, 2005; Robinson y cols, 2006; Foguenne y cols, 

2009). La disponibilidad de literatura sobre los efectos en las propiedades 

adhesivas, migratorias y de motilidad documentadas en las CSH cultivadas con 

citoquinas de acción temprana (Dravid y Rao, 2002; Denning-Kendall y cols, 

2003; Giebel y cols, 2004; Szilvassy y cols, 2001; Fei y cols, 2007; Yamamura y 

cols, 2008) fue otra de las consideraciones dado el enfoque de este trabajo. 

La pregunta que se ha formulado desde el comienzo de los estudios de 

expansión de CSH, es si al inducir la proliferación de estas células se deteriora el 

compartimiento stem que permite la reconstitución hematopoyética (Williams, 

1993). Además se cuestiona si las CSH que se someten a la expansión se 

diferencian perdiendo su capacidad de autorenovación (Hofmeister y cols, 2007). 

En el modelo planteado de la jerarquía hematopoyética (Fig. 1) las CSH preceden 
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a los PHM y se distinguen por su capacidad de autorenovación. Esta 

diferenciación se ha tratado de definir con el uso de marcadores de superficie; el 

más importante de estos es el marcador CD38. La ausencia del marcador CD38 

en células CD34+ aisladas de MO permite el enriquecimiento de células 

repobladoras de largo término o CSH y las separa de los PHM (repobladoras de 

corto término) (Civin y cols, 1996; Prosper y cols, 1996). Se ha planteado 

entonces que la presencia de este marcador define la pérdida de la capacidad 

autorenovadora. En este estudio no se utilizó la negatividad de este marcador 

para distinguir las CSH de los PHM pues la expresión del CD38 de células en 

cultivo no define las mismas características que en células frescas. Por ejemplo, 

luego de la expansión de células CD34+alto/CD38- de SCU hay una disociación 

funcional de este inmunofenotipo pues el xenotransplante de cantidades 

crecientes de células expandidas CD34+/CD38- no resultan en un mayor 

quimerismo (Dorrel y cols, 2000, Danet y cols, 2001). Además en el contexto de 

trasplantes terapéuticos el número de células CD34+/CD38+ trasplantadas se 

asocia con la rapidez de recuperación hematopoyética (Lanza y cols, 2001). 

Asimismo, diferentes investigadores han reevaluado la ausencia del CD38 como 

marcador de “primitividad” en las CSH después del cultivo de expansión 

(Walenda y cols, 2011). 

Habiendo descartado uno de los marcadores tradicionales para evaluar el 

fenotipo primitivo de las CSH se requirió de varios parámetros para evaluar la 

diferenciación. El objetivo de esta fase del estudio fue identificar un tiempo de 

cultivo en que la división de las células CD34+ no impactara considerablemente la 

expresión de los marcadores y la funcionalidad hematopoyética. Por esto se 

valoró la diferenciación durante el cultivo con citoquinas de acción temprana 

utilizando varias estrategias.  

Diferentes estudios han demostrado la pérdida progresiva de la expresión de los 

marcadores CD34 y CD133 en el cultivo de expansión, evidenciando la 

diferenciación de las CSH (Möbest y cols, 1997; Robinson y cols, 2006). De 

acuerdo con esto, se cuantificó la expresión de estos marcadores y al mismo 
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tiempo la capacidad clonogénica de células CD34+ en diferentes tiempos de 

cultivo. Se encontró que la expansión de células CD34+ durante 14 días de cultivo 

aumenta el número total de células más de veinte veces. No obstante más de la 

mitad de las células pierden el marcador CD34 y más del 80% pierden el CD133 

(Tabla 7, Fig. 13). Adicionalmente la capacidad clonogénica y de diferenciación 

de estas células se disminuye sustancialmente (Figs. 14 y 15). Estos parámetros 

indican que aunque las células CD34+ se replicaron, la mayoría de estas se 

comprometieron con el fenotipo de progenitor mieloide (Fig. 15) perdiendo su 

potencial eritroide. En otros estudios del grupo, se encontró que las células 

CD34+ expandidas con citoquinas por 14 días, preservan ese potencial mieloide 

pues se diferencian hacia células dendríticas por la inducción con GM-CSF e IL-4 

(expresando CD80, CD83, HLA-DR, ICAM-1 y Rel-B) (Anexo 3, Poster 

presentado en el XLIII Congreso Nacional de Ciencias Biológicas, 2008). En 

conclusión el día 14 de expansión la mayoría de las células han perdido la 

multipotencialidad característica de las CSH.  

Asimismo, al evaluar los primeros días de cultivo se encontró que la pérdida más 

drástica en la intensidad de expresión de CD34 se da al quinto día, en células que 

se han dividido hasta 5 veces (Figs. 17, 19 y 20). Nuestros resultados concuerdan 

con los de Möbest y cols, quienes usando una combinación diferente de 

citoquinas (IL-3, SCF y Flt3L) muestran que un 83% de las células preservan el 

marcador CD34 al tercer día de cultivo y solo un 35% al quinto día de cultivo 

(Möbest y cols, 1997). Este resultado es interesante pues en este trabajo 

encontramos una reducción muy similar del marcador CD34 al tercer y al quinto 

día de cultivo, a pesar ser combinaciones diferentes de citoquinas. En nuestros 

experimentos se encontró además, que al tercer día de cultivo con citoquinas de 

acción temprana la mayoría de las células se habían dividido cumpliendo el 

objetivo de la expansión (Fig. 21). Seleccionando este tiempo de cultivo, se 

obtuvo CSH divididas con una mínima pérdida de los marcadores CD34 y CD133. 

Como una estrategia alternativa escogimos diferentes días de cultivo para 

establecer la expresión relativa de algunos de los genes que son claves durante 
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el desarrollo hematopoyético (Hofmeister y cols, 2007). La curva de expresión 

obtenida de estos genes se usó para determinar su comportamiento durante la 

expansión y diferenciación. Se estableció el día 0 como el de menor 

diferenciación y el día 14 como el punto de mayor diferenciación. Encontramos 

que mientras que Gata-2 se expresa con un comportamiento bifásico, los 

transcritos de Notch-1 y Bmi-1 aumentan con la expansión y la diferenciación 

(Fig. 25).   

Gata-2 se expresa en CSH, PHM y especialmente en progenitores eritroides 

multipotentes que originan las BFU-E y CFU-E (Bresnick y cols, 2010) (Fig. 1).  

Su transcripción es autoregulada y se suprime en los progenitores restringidos y 

células hematopoyéticas maduras por un mecanismo de competición que 

involucra a Gata-1 (Bresnick y cols, 2010) (Fig. 1). En los ensayos realizados con 

CSH expandidas por tres días demostraron que los transcritos de Gata-2 

aumentan levemente, lo cual concuerda con un aumento relativo de formación de 

colonias de tipo eritroide (BFU-E y CFU-E) (Figs. 25 y 33). A los 14 días de 

expansión se observó que se restringe la transcripción de este gen concurriendo 

con la restricción a la formación de progenitores mieloides y posiblemente 

también células maduras. Los ensayos de cinética de la clonogenicidad de 

células CD34+ en cultivo de expansión, muestran un pico de producción de 

progenitores eritroides al quinto día de expansión que decae al séptimo día 

(Möbest y cols, 1999). Esto concuerda con que al día quinto de expansión se 

observó que hay un incremento de 12 veces en la expresión de Gata-2 con 

respecto al primer día de cultivo la cual decae con el cultivo prolongado. El 

aumento en la expresión de Gata-2 indicaría un compromiso oligopotente 

mieloide común que da origen a las BFU-E y UFC-E (Fig. 1, PMC) (Bryder y cols 

2006; Bresnick y cols, 2010) y su disminución un compromiso al linaje restringido 

mieloide y/o de células maduras. 

El aumento en la expresión de Bmi-1 en el modelo de diferenciación planteado 

fue un hallazgo inesperado (Fig. 25), pues en la MO adulta la expresión de Bmi-1 

se disminuye con la diferenciación (Lessard y cols, 1998). Sin embargo, se ha 
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comprobado que al expandir progenitores hematopoyéticos embrionarios y fetales 

con citoquinas de acción temprana se induce el aumento progresivo de la 

expresión de este gen (Lee y cols, 2011). Además la deficiencia de Bmi-1 no 

afecta el desarrollo hematopoyético embrionario o fetal pero si el del adulto 

sugiriendo un papel diferente de Bmi-1 en los diferentes estadios del desarrollo 

hematopoyético (van der Lugt y cols, 1994, Park y cols, 2003). El comportamiento 

proliferativo de las células CD34+ de SCU se acerca más al de progenitores 

hematopoyéticos fetales y embrionarios que a los de MO adulta (Winemann y 

cols, 2000). Teniendo en cuenta que las CSH fetales y las de MO adulta se 

diferencian en su tasa replicativa y que Bmi-1 es un regulador del ciclo celular 

(Pietras y cols, 2011), se esperaría que también una regulación diferente de este 

gen entre estas células. Por tanto una expresión aumentada de Bmi-1 a medida 

que las CSH se diferencian sería un hallazgo explicable en células CD34+ 

aisladas de SCU. El papel de Bmi-1 en la regulación de funciones diferentes a la 

diferenciación y al ciclo celular se ha documentado recientemente y se discutirá 

más adelante. 

Como se comentó anteriormente Notch-1 se expresa en las células 

comprometidas al linaje mieloide y especialmente en macrófagos adherentes 

(Jönsson y cols, 2001; Singh y cols, 2005). En los experimentos analizados la 

expresión de Notch-1 aumenta en las CSH que han sido expandidas por 14 días 

(Fig. 25), lo que concuerda con un compromiso hacía la línea de macrófagos en 

los ensayos de clonogenicidad (Fig. 15). Se observó en estos ensayos que las 

células CD133- aisladas, correspondientes a un 80% de la población formaron 

colonias de macrófagos. El incremento en la expresión de transcritos de Notch-1 

implicaría un compromiso hacia la línea mieloide que no se observó al tercer día 

de cultivo y pero si de forma moderada al quinto día de cultivo. 

Con los patrones de expresión de marcadores hematopoyéticos que se dan 

durante la diferenciación en cultivo fue posible determinar un tiempo de cultivo en 

el que hubiese expansión con mínima diferenciación. Además se lograron 

establecer nuevos patrones de expresión genética que permitieron valorar la 
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diferenciación de las células expandidas con citoquinas en co-cultivo con CSM 

comparadas con las no co-cultivadas.   

5.4 Establecimiento del modelo de co-cultivo de CSH  y CSM 

Otros autores han reportado que la población primitiva de células CD34+ se 

expande en presencia de citoquinas de manera más eficiente con el co-cultivo 

con CSM  que con el cultivo con citoquinas solas (Li y cols, 2007; Robinson y 

cols, 2006; Fei y cols, 2007; Walenda y cols, 2011).Los anteriores reportes 

evalúan las CSH a los siete o catorce días de expansión, por lo que hay que 

anotar que en estos tiempos de cultivo también se observan células diferenciadas 

CD34- en ambos tratamientos (Li y cols, 2007; Robinson y cols, 2006; Fei y cols, 

2007; Walenda y cols, 2011). También se ha demostrado que el co-cultivo con 

CSM es sinérgico con las citoquinas induciendo una mayor proliferación de las 

CSH preservando más los marcadores CD133 y CD34 (Walenda y cols, 2011). 

En nuestros ensayos se observaron proporciones mayores de células CD34+ en 

segunda y tercera división (52%) en las células co-cultivadas que en las 

cultivadas con citoquinas solas (40%) de acuerdo con el sinergismo proliferativo 

reportado entre citoquinas y CSM. El número de células CD34+ que se encontró 

en el tratamiento HMC fue un 15% mayor que el encontrado en el HC, valor que 

no resultó estadísticamente significativo. En el co-cultivo de CSH y CSM sin 

citoquinas las células CD34+ en su mayoría no proliferaron, pero si disminuyeron 

la intensidad de expresión de CD34 y su capacidad clonogénica total. Esto 

demostró que la condición de co-cultivo sin citoquinas no es ideal para la 

expansión de CSH comparativamente con los tratamientos HC y HMC. 

La pérdida de la expresión de marcadores CD34 y CD133, así como la 

clonogenicidad fue comparable entre HC y HMC. Tanto en HC como en HMC se 

observó el mantenimiento de la multipotencialidad con la formación de colonias 

granulocito-macrófago, eritroides y compuestas (GEMM). En progenitores 

hematopoyéticos primitivos aislados de SCU esta composición clonogénica 

primaria es en un 80% de UFC-GM y un 20% repartido entre BFU-E y UFC-
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GEMM (Majeti y cols, 2007). Esta composición se asemeja a lo observado en 

nuestros ensayos que muestran una composición mayoritaria de UFC-GM (Fig. 

33). 

Los genes evaluados Notch-1 y Gata-2 se mantuvieron tanto en HC como en 

HMC en niveles de expresión similares a las células no expandidas (d 0). Esto se 

correlaciona con el hallazgo de la retención de todos los potenciales de 

diferenciación. Sin embargo, el marcador Bmi-1 que se aumenta con el cultivo de 

expansión al día 14, fue diferente entre HC y HMC. Bmi-1 se expresó 4 veces 

más en HC que en las células CD34+ recién aisladas y HMC. Este hallazgo 

resultó interesante en el contexto de este estudio pues recientemente se encontró 

que Bmi-1 suprime la expresión de PTEN balanceando positivamente la vía 

PI3k/Akt aumentando la motilidad celular (Song y cols, 2009; Guo y cols, 2011).  

En conclusión, el co-cultivo de expansión a corto plazo de CSH y CSM preserva 

la expresión de marcadores hematopoyéticos y capacidad clonogénica de las 

CSH recién aisladas. Nuestros hallazgos al tercer día de expansión de CSH con 

citoquinas en co-cultivo de CSM demuestran que estas células son comparables 

en cuanto a sus características de diferenciación y proliferación con las CSH 

expandidas únicamente con citoquinas. 

5.5 Efectos del co-cultivo de CSM y CSH en las prop iedades adhesivas, 

migratorias y de motilidad de las CSH 

La capacidad de una CSH de injertarse después de un trasplante depende de sus 

habilidades en encontrar y anidar los nichos propios de la MO. Esta capacidad es 

controlada por funciones como la quimiotaxis, adhesión, motilidad y migración a 

través de moléculas como VLA-4, VLA-5, LFA-1, SDF-1 y CXCR4 (Peled y cols, 

2000). Como se comentará a continuación algunas de estas interacciones son 

más relevantes que otras en la anidación de CSH, formando una jerarquía de vías 

y señales parcialmente conocida. Reproduciendo algunos hallazgos de otros 

investigadores, encontramos que las células CD34+ expandidas con citoquinas 

presentan cambios en la funcionalidad de moléculas relacionadas con la adhesión 
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y quimiotaxis. Se evaluaron los efectos de la presencia de CSM en un cultivo de 

expansión con citoquinas en las propiedades migratorias, adhesivas y 

quimiotácticas de las células CD34+ cultivadas, especulando que el co-cultivo 

podía modificar los efectos inducidos por las citoquinas. 

Se encontró un restablecimiento de las propiedades migratorias, adhesivas y 

quimiotácticas en CSH como un efecto del co-cultivo de expansión con CSM, el 

cual no había sido reportado hasta ahora (Perdomo-Arciniegas y Vernot, 2011, 

Artículo N° 2). Como ya se ha anotado anteriormente la expansión de CSH con 

citoquinas en co-cultivo con CSM había tenido el enfoque en la sinergia con las 

citoquinas para el estímulo proliferativo de las CSH y preservación del fenotipo 

hematopoyético primitivo (Kawada y cols, 1999; Mourcin y cols, 2005; Jang y cols, 

2006; Fei y cols, 2007; Li y cols, 2007; Huang y cols, 2007; Walenda y cols, 

2011). Este trabajo da una nueva aproximación a los efectos que tienen las CSM 

en la expansión de CSH con citoquinas. El enfoque de este estudio estuvo en los 

efectos que tiene el co-cultivo de CSH y CSM en la adhesión, migración y 

motilidad de las CSH co-cultivadas. 

Se tuvieron en cuenta los reportes sobre los efectos in vitro e in vivo de la 

expansión con citoquinas en las funciones migratorias, adhesivas y de motilidad 

como guía para el diseño de la investigación de los efectos del co-cultivo con 

CSM. Se evaluó la literatura relacionada con la expansión de células CD34+ 

aisladas de SCU y sus efectos sobre la migración in vitro (Foguenne y cols, 2005; 

Gothot y cols, 2003), adhesión in vitro (Ramírez y cols, 2001; Dravid y Rao, 2002; 

Giet y cols, 2001; Foguenne y cols, 2005) y motilidad celular in vitro (Giebel y 

cols, 2004); así como con el impacto de la expansión en la anidación de CSH a 

MO (Ahmed y cols, 2004; Dooner y cols, 2004).  

5.6 El co-cultivo con CSM restablece la migración m ediada por VCAM-1 

afectada en CSH expandidas. 

En la jerarquía de las interacciones para el mantenimiento de las CSH dentro de 
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la MO, la interacción entre VLA-4 y VCAM-1 ocupa el primer lugar por encima de 

las vías SDF-1/CXCR4 y LFA-1/ICAM-1 (Pappayanopoulou y cols, 2001; Bonig y 

cols, 2006). La interacción VLA-4/VCAM-1 es fundamental para la movilización y 

la anidación de CSH a la MO. Esto se evidenció inicialmente al inyectar primates 

con anticuerpos anti-CD49d (cadena α, VLA-4) y observar una movilización de 

CSH desde MO a sangre periférica (Pappayanopoulou y Nakamoto, 1993); lo que 

no sucedió con anticuerpos dirigidos contra VLA-5 o LFA-1 (Pappayanopoulou y 

Nakamoto, 1993; Pappayanopoulou y cols, 2001). Asimismo, el bloqueo con 

anticuerpos dirigidos contra VLA-4 y/o VCAM-1 afectan la anidación medular de 

CSH, manteniéndolas en sangre periférica y bazo (Pappayanopoulou y cols, 

1995).  

Al analizar la jerarquía in vitro de los sustratos de migración en células CD34+ 

frescas, la migración mediada por VCAM-1 resultó siempre mayor que la mediada 

por ICAM-1, FBN y SDF-1 (Figs. 36, 37 y 40). Mientras que ICAM-1 induce en 

células frescas el doble o triple de la migración basal, VCAM-1 puede inducir 

entre cinco y siete veces la migración basal en células CD34+ recién aisladas de 

SCU (Figs. 36 y 40). Encontramos como otros autores, que la fibronectina como 

estímulo único no induce migración adicional con respecto al basal (Huygen y 

cols, 2002). Estos hallazgos indican que la migración y quimiotaxis in vitro en 

cierta forma reproduce en células frescas los hallazgos de la jerarquía in vivo 

(Bonig y cols, 2006).  

En cuanto a los efectos específicos in vitro de la expansión con citoquinas, hay 

consenso en que disminuye la migración de CSH mediada por VCAM-1 (Bonig y 

cols, 2006; Foguenne y cols, 2005). Nuestros ensayos de migración mediada por 

VCAM-1 en células CD34+ expandidas con citoquinas revelaron esta reducción 

reportada anteriormente (Figs. 36 y 37). Encontramos que con la expansión de 

células CD34+ la migración vía VLA-4/VCAM-1 y LFA-1/ICAM-1 tienden a 

igualarse perdiendo la jerarquía entre ellas (Fig. 36). Pero el resultado más 

interesante fue el restablecimiento de la migración mediada por VCAM-1 en las 

células CD34+ expandidas en co-cultivo de CSM preservando la jerarquía 
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migratoria mencionada (Figs. 36 y 37).  

La migración transestromal de células CD34+ depende de la afinidad de VLA-4 

(más no de LFA-1) la cual es modulada a su vez por SDF-1 (Peled y cols, 2000), 

indicando también una jerarquía de interacciones para atravesar el estroma 

medular. Esto es aún más importante en modelos post-irradiación pues con el 

endotelio alterado, la anidación de las CSH recae en la interacción con el VCAM-

1 estromal (Mazo y cols, 2002). Además, las otras integrinas importantes en la 

hematopoyesis como VLA-5, VLA-6 y LFA-1 muestran solo un papel cooperativo 

con VLA-4 en la movilización de progenitores de MO a sangre periférica 

(Pappayanopoulou y Nakamoto, 1993; Pappayanopoulou y cols, 2001; Qian y 

cols, 2006). 

Recientemente se han reportado, al menos cuatro estados conformacionales de 

VLA-4, dos de alta y dos de baja afinidad a VCAM-1, que se modulan por los 

estímulos de las quemoquinas (Chigaev y cols, 2003, Chigaev y cols, 2001; 

Chigaev y cols, 2009) sin cambiar la expresión de VLA-4 (Lichterfeld y cols, 

2000). Se ha visto que la expansión de células CD34+, induce un estado 

permanente de activación de VLA-4 que no aumenta con el estímulo de SDF-1 y 

que resulta una adhesión aumentada a VCAM-1 (Foguenne y cols, 2009). Dado 

que el co-cultivo con CSM afectó la migración mediada por VCAM-1 se quiso 

evaluar también la adherencia de las células expandidas a los sustratos 

principales de VLA-4 (VCAM-1 y fibronectina). 

5.7 El co-cultivo con CSM restablece el balance ent re adhesión y migración 

en la interacción mediada por VLA-4 

El proceso migratorio sobre un sustrato determinado implica que las células se 

adhieran a éste con una afinidad que les permita luego desprenderse del sustrato 

para desplazarse (Mañes y cols, 1999). En el caso de las células CD34+ 

expandidas se ha demostrado que la migración inducida está afectada por un 

aumento en la adhesión basal a VCAM-1 (Foguenne y cols, 2009). Reportes 

previos también documentan el aumento en la adhesión al fragmento CH-296 de 
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la fibronectina en células CD34+ aisladas de SCU y expandidas con citoquinas 

(Foguenne y cols, 2005). El fragmento de fibronectina mencionado CH-296, tiene 

sitios de unión a VLA-4 y VLA-5 (Foguenne y cols, 2005). En xenotransplantes, el 

aumento artificial e irreversible de la adhesión mediada por VLA-4 y VLA-5 

disminuye la anidación de células CD34+ a la MO (Ramírez y cols, 2001). Es decir 

que un aumento en la adhesión celular a ciertos sustratos no necesariamente 

indica una mejora en la función fisiológica de estas moléculas.  

Una de las explicaciones al aumento de la migración mediada por VCAM-1 en la 

condición de co-cultivo de células CD34+ con CSM podría ser la modulación de la 

adhesividad de VLA-4 en las células CD34+ expandidas con citoquinas. En la 

evaluación comparativa de estas funciones se encontró que las células CD34+ 

expandidas con citoquinas y en co-cultivo con CSM (HMC) se adhirieron menos a 

VCAM-1 que las células expandidas solo con citoquinas (HC) (Fig. 46). Asimismo, 

la adhesión a fibronectina mediada por VLA-4 (bloqueando VLA-5) fue menor en 

las células CD34+ expandidas en co-cultivo con CSM (Fig. 45D).  

Al evaluar la adherencia a ICAM-1 no encontramos diferencias entre la expansión 

con o sin co-cultivo (Fig. 45B). Tampoco la adhesión a fibronectina con estímulo 

reportó ningún efecto mediado por el co-cultivo de CSM (Fig. 45C). Se observó en 

los videos grabados de las células CD34+ expandidas con citoquinas que algunas 

de estas células se quedan adheridas a las CSM por medio del urópodo (Video 

1). En otros tipos celulares se ha observado que la localización de CD49d se 

puede observar en el urópodo (Goldfinger y cols, 2003) por lo que es posible que 

la mayor adhesión de estas células se correlacione también con la polarización. 

Nuestros ensayos, que concuerdan con los de Foguenne y cols, muestran que las 

células CD34+ expandidas con citoquinas aumentan su adhesión mediada por 

VCAM-1 y esto se correlaciona con una disminución de la migración mediada por 

VCAM-1 (Foguenne y cols, 2005; Foguenne y cols, 2009). Estos hallazgos nos 

permitieron concluir que las células CD34+ co-cultivadas expandidas con 

citoquinas en presencia de CSM migran más debido a una atenuación de la 

adherencia a VCAM-1.  
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5.8 El co-cultivo con CSM atenúa la quimiotaxis, la  polarización y la 

motilidad incrementada de las CSH expandidas con ci toquinas 

En CSH frescas la siguiente vía en la jerarquía de la anidación después de la 

interacción VCAM-1/VLA-4 es el eje quimiotáctico SDF-1/CXCR4 (Bonig y cols, 

2006). Se ha propuesto que la expansión de CSH con citoquinas invierte esta 

jerarquía aumentando la importancia de la vía SDF-1/CXCR4 sobre la de VCAM-

1/VLA-4 (Bonig y cols, 2006). Nuestros hallazgos muestran, como los de otros, 

que la expansión con citoquinas induce un deterioro en la quimiotaxis inducida 

por SDF-1 (Fig. 39), así como una reducción de la expresión del receptor (Figs. 

39, 41A, 41B) (Jo y cols, 2000, Denning-Kendall y cols, 2003). En aparente 

contradicción con nuestros resultados, Bonig y cols reportan que los progenitores 

hematopoyéticos murinos expandidos son quimiotácticamente más activos que 

los recién aislados (Bonig y cols, 2006). En los ensayos de quimiotaxis in vitro 

que realizan estos investigadores usan una combinación de SDF-1 más SCF 

demostrando una mayor migración de las células expandidas. Ellos interpretan 

que este proceso es dependiente de la vía SDF-1/CXCR4 por su sensibilidad a la 

toxina pertusis que inhibe la señal dependiente de proteínas G del CXCR4 (Bonig 

y cols, 2006). Explicamos la falta de estimulación quimiotáctica de las HC en 

nuestros ensayos por la ausencia de factores adicionales como el SCF como co-

estimulantes en el buffer de migración. En ensayos de quimiotaxis usando CSH 

fetales, se ha demostrado que la adición de SCF al buffer de migración (que 

contiene SDF-1) aumenta la quimiotaxis in vitro a un 90% comparado con una 

quimiotaxis del 10% usando únicamente SDF-1 (Christensten y cols, 2004). 

Incluso se ha reportado que la adición de concentraciones mayores al 4% de 

albúmina sérica aumentan de forma considerable la quimiotaxis inducida por 

SDF-1 in vitro (Ryser y cols, 2009). Durante la estandarización de los ensayos de 

quimiotaxis en los que se usó medio con SFB al 10% en lugar de buffer de 

migración, la quimiotaxis de las células expandidas sin CSM fue 5 veces mayor a 

la de las expandidas con CSM (Anexo 4, Poster presentado en el ISSCR meeting 

2009, Fig. 5). En estos ensayos se usó la combinación de SDF-1 y SFB 

mostrando que las células expandidas con citoquinas sin CSM son 
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quimiotácticamente más activas que las co-cultivadas en presencia de estímulos 

combinados. 

A diferencia de lo encontrado con el estímulo único de SDF-1, al evaluar la 

quimiotaxis con medio condicionado se encontró inducción tanto en las células 

expandidas solo con citoquinas (HC) como en las expandidas con citoquinas y 

CSM (HMC) (Fig. 44). El medio condicionado indujo 20 veces la migración basal 

en células CD34+ expandidas únicamente con citoquinas (HC) mientras que en 

las células expandidas co-cultivadas con CSM (HMC) solo la indujo 5 veces (Fig. 

44). Esta diferencia se correlacionó con una menor expresión del receptor CXCR4 

en las células co-cultivadas con CSM. El medio condicionado de CSM contiene 

múltiples factores, que son candidatos a potenciar la respuesta migratoria del 

SDF-1, entre ellos están el SCF y el Flt3L (Christensen y cols, 2004; Fukuda y 

cols, 2005). Otras quemoquinas secretadas por las CSM (Honczarenko y cols, 

2006) son CCL4 y CCL5 las cuales también modulan la respuesta migratoria de 

CSH ante SDF-1 (Basu y cols, 2009). Sugerimos que parte de la diferencia en la 

quimiotaxis entre células CD34+ expandidas con o sin CSM, se deba a las 

diferencias de expresión del receptor CXCR4 entre ellas. Las diferencias en la 

quimiotaxis mediada por SDF-1 entre HC y HMC no se revelarían sino con 

estímulos combinados debido a la ya disminuida expresión del receptor CXCR4 

de las células con ambos tratamientos (Figs. 39 y 41A). El SDF-1 en sinergia con 

otros factores del medio condicionado induce la quimiotaxis celular a través de su 

interacción con receptor CXCR4, en este caso especialmente en las células que 

más lo expresan (HC). Asimismo en las células HC se observó que el receptor 

CXCR4 se endocita más después del estímulo único de SDF-1, lo cual estaría de 

acuerdo con una mayor inducción a través del receptor CXCR4 (Fig. 42).  

Aunque en este estudio no se puede asegurar cuales son los factores del medio 

condicionado (Me.Co) que potencian la quimiotaxis, se puede decir que este 

medio permite evaluar una quimiotaxis más fisiológica de las células CD34+ pues 

las citoquinas evaluadas (Tabla 8), hacen parte del microambiente medular 

(Cluitmans y cols, 1995).  
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El incremento en la quimiotaxis en CSH expandidas reportada anteriormente, se 

correlaciona con un aumento en la polarización de las células CD34+ estimuladas 

con citoquinas de acción temprana (Giebel y cols, 2004). Nuestros hallazgos 

muestran una polarización generalizada en células CD34+ expandidas con 

citoquinas comparadas con las células recién aisladas y las células expandidas y 

co-cultivadas con CSM (Figs. 50C y 54, Tabla 9). La frecuencia de células 

polarizadas en células CD34+ expandidas con citoquinas (HC) resultó cinco veces 

mayor que en las expandidas con citoquinas y CSM (HMC). Además, al analizar 

la motilidad ex vivo de HC en Me.Co. se encuentran desplazamientos y 

velocidades tres veces mayores que en HMC (Fig. 57). Esto demuestra que el co-

cultivo con CSM modula negativamente la actividad quimiotáctica de células 

CD34+ expandidas con citoquinas, posiblemente por una reducción de la 

expresión de CXCR4, que se mantiene con la división celular (Fig. 41B) y la 

disminución de la fosforilación de Akt relacionada con una polarización celular 

reducida.  

5.9 El co-cultivo de células CD34 + con CSM restablece la migración inducida 

por el co-estímulo de SDF-1 y VCAM-1 

Los estudios de Foguenne y cols, demuestran en células CD34+ expandidas con 

citoquinas que la migración in vitro mediada por VCAM-1 se reduce con el 

estímulo de SDF-1, en lugar de aumentar como pasa en células recién aisladas 

(Foguenne y cols, 2009). Usando medio condicionado en lugar de SDF-1 

encontramos que la migración de células CD34+ expandidas con citoquinas se 

reduce con la presencia de VCAM-1 (Fig. 44B). Por el contrario, en células co-

cultivadas se induce una migración adicional en presencia de VCAM-1 y medio 

condicionado. Postulamos entonces que las CSM preservan la inducción 

específica mediada por VCAM-1 modulando los efectos de los agentes 

quimiotácticos sobre la adherencia en VCAM-1. Se ha reportado que el SDF-1 

estimula un incremento en la adhesión mediada por el VLA-4 (Hidalgo y cols, 

2001) y que esto es especialmente cierto en células CD34+ expandidas (Zhang y 

cols, 2004). Sugerimos que la disminución en la migración mediada por VCAM-1 
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y medio condicionado en células expandidas resulte de un aumento de la 

adhesión a los ligandos de VLA-4 que impide la migración inducida. Por el 

contrario el co-cultivo con CSM preserva la jerarquía migratoria de VCAM-1/VLA-

4 sobre la quimiotaxis en células expandidas con una menor sensibilidad al 

estímulo de SDF-1 y una menor adhesión mediada por VLA-4. Es decir que otro 

de los efectos del co-cultivo además de una expansión sinérgica con las 

citoquinas es la preservación la jerarquía de vías adhesivas y migratorias de las 

células frescas.  

Es posible que los cambios en la jerarquía migratoria liderada por las 

interacciones mediadas por VCAM-1 repercuta en procesos in vivo como la 

localización y mantenimiento de células CD34+ en la MO después de un 

trasplante. La participación de VCAM-1 está ampliamente documentada múltiples 

procesos de las CSH, como la homeóstasis hematopoyética (Teixidó y cols, 1992; 

Wang y cols, 1998), la migración transendotelial (Jacobsen y cols, 1996; 

Schweitzer y cols, 1996; Mazo y cols, 1999; Mazo y cols, 2002; Katayama y cols, 

2003) y la migración transestromal (Peled y cols, 2000). El efecto movilizador de 

CSH con los anticuerpos anti-CD49d y anti-VCAM-1, dependiente de la expresión 

del receptor del SCF, revelan la participación de estas vías en la retención de 

estas células en la MO (Pappayanopoulou y cols, 1998). La evidencia de que los 

osteoblastos modulan la hematopoyesis a través de VCAM-1 (Jung y cols, 2006) 

y que las “nuevas” CSM (Nestin+) expresan VCAM-1, SCF y SDF-1 al mismo nivel 

que genes “housekeeping” (Méndez-Ferrer y cols, 2010), indicarían un 

mecanismo posible de localización de CSH en estos nichos específicos.   

El proceso de anidación de las CSH en nichos específicos dentro de la MO, tiene 

cierta especificidad por el tipo de diferenciación que tengan los progenitores 

hematopoyéticos. Así se ha demostrado que las células más indiferenciadas se 

localizan en el endosteo o cerca a las CSM (Nestin+) (LoCelso y cols, 2009; 

Sánchez-Ferrer y cols, 2010). Los fenotipos adhesivos y/o migratorios de la 

retención o salida medular de las células stem hematopoyéticas primitivas no 

están especificados aún. Experimentos in vitro demuestran que las células CD34+ 
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más primitivas son las que migran con la participación de VLA-4 a través de 

células endoteliales (Lichterfeld y cols, 2000; Peled y cols, 2000) y estromales 

(Peled y cols, 2000). En este trabajo se demostró que la migración mediada por 

VCAM-1 selecciona las CSH más indiferenciadas (Fig. 53). La proporción de 

células diferenciadas que migraron a través de VCAM-1 en células CD34+ 

expandidas con citoquinas co-cultivadas o no con CSM fue significativamente 

menor al total sembrado en el ensayo (Fig. 53). Esto indica la importancia del 

mantenimiento del fenotipo migratorio pues su desregulación puede resultar en 

localizaciones intramedulares inadecuadas de progenitores hematopoyéticos 

indiferenciados. 

En un artículo reciente publicado en Science se incluye por primera vez el 

marcador CD49f (VLA-6) en el inmunofenotipo para el aislamiento de las CSH 

más primitivas que han sido recuperadas de SCU (Notta y cols, 2011). El CD49f 

es el receptor de laminina (Tabla 2), y se ha demostrado que su función es 

cooperativa con CD49d (VLA-4) en la anidación medular de CSH murinas  (Qian y 

cols, 2006). El hallazgo de este inmunofenotipo específico demuestra una vez 

más que la relación entre un fenotipo primitivo hematopoyético y la adhesión 

todavía está por dilucidar completamente. Además se reconoce la necesidad de 

entender a fondo los mecanismos por los que con la expresión de este marcador, 

una sola de estas células puede restablecer la hematopoyesis de un organismo 

completo (Notta y cols, 2011).  

5.10 El co-cultivo con CSM preserva la actividad de  LFA-1 en CSH 

expandidas con citoquinas: regulación cruzada entre  LFA-1 y VLA-4 

Se ha discutido hasta ahora que las CSM modulan la funcionalidad migratoria y 

adhesiva mediada por VCAM-1 y CXCR4 en las CSH co-cultivadas en un modelo 

de expansión con citoquinas de células CD34+. Se evaluó si estos cambios 

(dependientes del co-cultivo con CSM) se relacionaban con cambios en la 

expresión de CD49d (receptor de VCAM-1) entre otras moléculas como CD49e, 

CD44 y CD11a en la superficie de las CSH. En estos análisis no se encontraron 
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modificaciones en la expresión de CD49d pero si en la de CD11a (Fig. 47). 

Inicialmente encontramos como lo han reportado otros autores, que la expansión 

de células CD34+ con citoquinas induce un aumento en la expresión de diferentes 

moléculas de adhesión, entre ellas CD49d, CD49e, CD44 y CD11a (Dravid y Rao, 

2002; Denning-Kendall y cols, 2003; Yamamura y cols, 2008; Wulf-Goldenberg y 

cols, 2008). Sin embargo, encontramos que la menor adhesión y mayor migración 

mediada por VCAM-1 de las CSH co-cultivadas no se correlacionó con una 

reducción en la expresión de CD49d (VLA-4) previamente aumentada por las 

citoquinas.  

Se encontró que la detección de la molécula CD11a que se aumenta por las 

citoquinas en las células CD34+ expandidas, se redujo por acción de las CSM. La 

activación de LFA-1 (CD11a/CD18) implica cambios conformacionales de la 

integrina como los que se mencionaron con la activación de VLA-4 (Ma y cols, 

2002; Tang y cols, 2005). La activación e inactivación de LFA-1 se puede detectar 

con anticuerpos dirigidos contra epítopes en el dominio I de CD11a (Ma y cols, 

2002) o ciertos epítopes del CD18 (Tang y cols, 2005). Encontramos que el 

anticuerpo usado para detectar CD11a en la superficie de las CSH (MEM25) es 

sensible a la inactivación de LFA-1, confirmando este hallazgo con el anticuerpo 

H111 dirigido contra la conformación cerrada de LFA-1 (Figs. 48 y 54A) (Ma y 

cols, 2002). Los experimentos de cuantificación relativa del ARNm de CD11a no 

reflejaron consistentemente las diferencias entre HC y HMC detectadas en la 

expresión de superficie de CD11a (Figs. 49 y 47), por lo que se exploró más a 

fondo la activación de esta molécula. Se encontró una diferencia consistente en la 

expresión del epítope de activación de LFA-1 MEM148 entre HMC y HC, que 

denotaba la activación de esta molécula en las células co-cultivadas (Fig. 50). El 

LFA-1 inactivo se localiza a lo largo de las células polarizadas expandidas con 

citoquinas mientras que en las células co-cultivadas es la molécula activa la que 

prevalece (Fig. 50B). Dado que en otros tipos celulares de origen hematopoyético 

existe una regulación cruzada entre las señales de LFA-1 y VLA-4 (Porter y Hogg, 

1997; Chuang y cols, 2004) se exploró esta posibilidad en HC y HMC. Se 

demostró que la migración mediada por VCAM-1 se disminuyó con el bloqueo de 
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LFA-1 en las células estimuladas con SDF-1 (tanto en HC como en HMC) (Fig. 

51). Esto podría indicar que se necesita la actividad de LFA-1 para una migración 

mediada por VCAM-1. En monocitos la activación de LFA-1 disminuye la 

adhesión a VCAM-1 (Chuang y cols, 2004). Por lo que sugerimos que la 

activación de LFA-1 en HMC permita un mejor balance de la adhesión a VCAM-1 

(disminuyéndola), lo cual sería necesario para la migración mediada por este 

ligando.  

Las CSM secretan al medio de cultivo ICAM-1 y VCAM-1 (Van Overstraeten-

Schölgen y cols, 2001), estos ligandos podrían activar directa o indirectamente el 

LFA-1 o el VLA-4 en las células CD34+ co-cultivadas. Esto estaría en línea con 

nuestros ensayos que demuestran que la activación de LFA-1 en HMC es 

mediada por factores solubles. El VCAM-1 secretado que estimula o bloquea el 

VLA-4 puede ser la manera directa de modular la adhesión mediada por VLA-

4/VCAM-1. Asimismo, la activación de LFA-1 por su interacción con el ICAM-1 

soluble, podría modular indirectamente la adhesión mediada por VLA-4. Se 

propone que la inactivación de LFA-1 inducida en las HC genere una adhesión 

aumentada a VCAM-1 que les impide migrar mediante VCAM-1 en condiciones 

de estimulación. 

5.11 El co-cultivo con CSM modula la fosforilación de Akt de CSH 

expandidas con citoquinas involucrada en la motilid ad celular de CSH 

Se ha observado que una de las vías intracelulares que se activa durante el 

proceso de expansión de CSH es la de PI3K/Akt (Buitenhuis y Coffer, 2009; Bonig 

y cols, 2006; Giebel y cols, 2004). Esta vía inicialmente involucrada en el 

desarrollo de células B, regula la hematopoyesis participando en el proceso de 

decisión de linaje hematopoyético (Buitenhuis y Coffer, 2009). También es crucial 

en señalización a través de quimiorreceptores y la modulación de moléculas de 

adhesión como LFA-1 (Chung y cols, 2001). La estimulación de CSH con 

citoquinas de acción temprana induce la fosforilación de la serina 473 de Akt 

(Buitenhuis y cols, 2010), produciendo la polarización y proliferación de las 
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células (Giebel y cols, 2004). En nuestros ensayos, encontramos que las 

citoquinas inducen polarización de las células CD34+ pero el co-cultivo con CSM 

revierte este efecto (Fig. 54, Tabla 9). Se observó que la activación de Akt 

inducida por las citoquinas se disminuía consistentemente por acción del co-

cultivo con CSM (Fig. 58A). Las observaciones de este trabajo concuerdan con 

las de Buitenhuis y cols, que demuestran que la activación constitutiva de Akt en 

CSH va en detrimento de la migración inducida de progenitores hematopoyéticos, 

regulando positivamente la expresión de CD49d y la adhesión a células 

estromales (Buitenhuis y cols, 2010). Estos investigadores demostraron también 

que la activación constitutiva de Akt de CSH reduce la anidación a la MO y su 

inhibición aumenta esta anidación después de 22 y 44 h (Buitenhuis y cols, 2010). 

Dado que el efecto de disminución de la fosforilación de Akt se repite en células 

REH co-cultivadas con CSM, se confirma que la disminución de la fosforilación de 

Akt es por el efecto de la presencia de CSM (Fig. 58C). Fisiológicamente es la vía 

de la fosfatasa PTEN (del inglés, Phosphate and Tensin Homologue deleted on 

chromosome 10) la que modula la activación de la vía PI3K/Akt pues defosforila el 

fosfatidil-inositol (3,4,5) trifosfato (PIP3) inhibiendo la activación de PI3K 

(Buitenhuis y Coffer, 2009). La expresión de PTEN puede ser reprimida por Bmi-

1, que se asocia directamente al locus genético de PTEN (Song y cols, 2009; Guo 

y cols, 2011). Aunque no valoramos la expresión directamente de PTEN, 

encontramos que las HC expresan alrededor de cuatro veces más Bmi-1 que las 

HMC (Fig. 35). Se sugiere que las diferencias en la fosforilación de Akt puedan 

ser producto de una expresión diferencial de PTEN secundaria a las diferentes 

cantidades encontradas en HC y HMC del represor Bmi-1. Tanto Bmi-1 como Akt 

han sido relacionados en procesos de diferenciación celular. Por ejemplo la 

activación constitutiva de Akt induce proliferación y subsecuente apoptosis de 

CSH además de la expansión de células de la línea mieloide (Kharas y cols, 

2010). De manera interesante se observa cómo los genes relacionados con la 

habilidad de autorenovación y diferenciación  hematopoyética también se 

relacionan con la motilidad y la adhesión celular.   
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En este trabajo se estableció que el co-cultivo de expansión de CSH con CSM 

modifica los patrones de adhesión, motilidad y migración celular. En la figura 59, 

se observan los esquemas del resultado de la migración en cada tratamiento 

probado. Se observó cómo las células CD34+ recién aisladas responden a los 

estímulos migratorios de VCAM-1 y de SDF-1 (Fig. 59A). Estas células responden 

a ambos estímulos combinados y presentan un fenotipo redondeado con baja 

expresión de Bmi-1, LFA-1 inactiva y fosforilación de Akt (Fig. 59A). Por su parte 

las células expandidas solo con citoquinas (HC) reducen su respuesta a los 

estímulos individuales migratorios de VCAM-1 y SDF-1 (Fig. 59B). Sin embargo, 

al combinar el SDF-1 con otros factores presentes en el medio condicionado 

(Me.Co.) la respuesta quimiotáctica de HC es exagerada y la migratoria mediada 

por VCAM-1 es inhibida (Fig. 59B). En las células expandidas con citoquinas, HC, 

se observa una alta fosforilación de Akt, inactivación de LFA-1, adhesión mediada 

por VLA-4 y alta expresión de Bmi-1 (Fig. 59B). En el caso de las CSH 

expandidas con citoquinas y co-cultivadas con CSM, preservan un fenotipo 

redondeado  migratorio mediado por VCAM-1 (Fig. 59C). Solo responden a 

estímulos quimiotácticos combinados pero en menor intensidad que HC ya que 

comparativamente expresan menos receptor CXCR4. Por otra parte el estímulo 

quimiotáctico combinado en conjunto con VCAM-1 permite una migración 

inducible en HMC y en contraposición con lo observado en HC (Fig. 59C). En las 

células expandidas con citoquinas y CSM, HMC, se observa una fosforilación de 

Akt intermedia, LFA-1 activa, adhesión mediada por VLA-4 disminuida y baja 

expresión de Bmi-1 (Fig. 59C). 

De esta manera se establece que el co-cultivo de células CD34+ y CSM revierte 

algunos de los efectos inducidos por las citoquinas permitiendo un patrón 

migratorio que se asemeja más al de las células CD34+ recién aisladas.   
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Figura 59. Vías migratorias de células CD34 + frescas y en las condiciones HC y HMC. 
A. Células frescas. B. HC C. HMC. La dimensión de las letras y flechas determinan la importancia 
de la señal en cada condición. Efecto positivo (flechas continuas). Efecto negativo (flechas 
discontinuas). Medio condicionado (Me.Co.) que representa al SDF-1 más otros co-estímulos. D. 
Destinos de una CSH dentro de la MO. Se observa el endosteo, un sinusoide sanguíneo y las 
CSM Nestin+. CSH con motilidad aumentada (HC, flechas discontinuas) o migración dirigida 
(HMC, continuas). Modificado de la figura 3. 

5.12 Aplicabilidad del co-cultivo en trasplantes he matológicos 

La controversia con respecto al impacto in vivo de los cambios que se observan 

en las propiedades adhesivas y migratorias después de la expansión con 

citoquinas de células CD34+ de SCU está todavía vigente (Zhai y cols, 2004; 

Herrera y cols, 2001, Wulf-Goldenberg y cols, 2008). Por ejemplo Zhai y cols, 

argumentan que las propiedades de la anidación se mantienen después de la 

expansión de células CD34 indicando un aumento en la expresión y funcionalidad 

de algunas moléculas de adhesión sin mostrar ensayos in vivo (Zhai y cols, 

2004). Otros grupos de investigación muestran ensayos in vivo que sugieren que 

la anidación a MO se desvincula de la interacción mediada por VLA-4, como 
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efecto de la expansión con citoquinas de CSH (Bonig y cols, 2006; Foguenne y 

cols, 2009). Estos ensayos evalúan la anidación entre 18 y 24 h después de la 

inyección de las células. Ahmed y cols, detectan un defecto en la anidación 

derivado de la expansión a las 20 h inyectando los mismos números de células 

CD34+ antes y después de la expansión con citoquinas por 3, 4 y 5 días (Ahmed y 

cols, 2004). Estudios de cinética de la anidación de CSH a la MO muestran que la 

anidación a las 24 h es dependiente de VLA-4 (Ausami y cols, 2001). Otros 

reportes únicamente detectan un retardo en la repoblación medular tras la 

inoculación de células CD34+ expandidas con citoquinas comparada con la de 

células frescas (Ramírez y cols, 2001; Guenechea y cols, 1999; Wulf-Goldenberg 

y cols, 2008). Este retardo de la repoblación medular ha sido relacionado con la 

alteración de la expresión y funcionalidad de VLA-4 y VLA-5, que podría regular la 

permanencia de progenitores en la MO después de un trasplante (Ramírez y cols, 

2001). En humanos se observa el mismo efecto de retardo en la repoblación 

medular luego del trasplante de SCU expandida en cultivo líquido (revisión de 

Kelly y cols, 2009). En la práctica clínica la repoblación medular retardada induce 

complicaciones infecciosas secundarias por lo que se han buscado nuevas 

alternativas de expansión de SCU que están actualmente en evaluación. 

Hasta ahora la alternativa de expansión que acelera la repoblación medular en 

trasplantes de SCU en humanos adultos ha sido el co-cultivo con CSM como 

soporte de expansión con citoquinas de las CSH de SCU (Kelly y cols, 2009; 

Robinson y cols, 2011). El co-cultivo con CSM mejora sustancialmente el 

xenotransplante de células CD34+ de SCU expandidas con citoquinas (Fei y cols, 

2007). Fei y cols observaron que la repoblación de MO aumenta a un 50% 

usando células CD34+ co-cultivadas con CSM y expandidas con citoquinas de 

acción temprana; comparándolo con un 9% usando células expandidas con las 

mismas citoquinas (Fei y cols, 2007). Recientemente Walenda y cols, reportaron 

que la expansión en co-cultivo con CSM aumenta la repoblación medular 

temprana (a un 20%) comparativamente con la de una repoblación afectada por 

el efecto de las citoquinas (6%) (Walenda y cols, 2011). Teniendo en cuenta estos 

hallazgos y la importancia de la interacción VLA-4/VCAM-1 en la anidación de las 
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células CD34+, nos permitimos especular que los efectos positivos del co-cultivo 

en trasplantes sean en parte debidos al restablecimiento de la jerarquía en la 

migración mediada por la interacción VLA-4/VCAM-1.  

La localización intramedular de CSH es regulada por señales específicas de las 

células endoteliales, estromales y osteocitos. En las células expandidas la 

motilidad aumentada por efecto de los factores solubles puede ir en detrimento de 

localizaciones más dirigidas (HC, líneas discontinuas Fig. 59D). El patrón 

morfológico y los videos que muestran la baja motilidad en CSH co-cultivadas con 

CSM y expandidas con citoquinas permiten pensar en una estimulación 

quimiotáctica moderada pero modulable (Fig. 59D). Además el efecto de las CSM 

modulando señales como la de la fosforilación de Akt y la expresión de Bmi-1 que 

además de sus efectos en la motilidad celular juegan un papel en la 

autorenovación de CSH pueden determinar la localización específica de CSH y 

otros progenitores hematopoyéticos dentro de la MO (Fig. 59D).  

El análisis de los fenotipos migratorios y adhesivos de los distintos progenitores 

hematopoyéticos puede esclarecer la relación entre los inmunofenotipos 

primitivos (como el de CD49f) y la localización dentro de micronichos en la MO.  

La capacidad de injertarse a la MO de la población celular KSL murina depende 

de que estas células expresen un inmunofenotipo CD49dintermedio, CD11a-, CD49e+ 

(Orschell-Traycoff y cols, 2000). Los progenitores hematopoyéticos murinos 

aislados con base en la marcación con el clon 2D7 (anti-CD11a) no se injertan en 

la MO (Orschell-Traycoff y cols, 2000). Recientemente, se demostró que este clon 

únicamente detecta la conformación cerrada del LFA-1 (Wang y cols, 2009). En 

nuestros hallazgos la expresión de la conformación cerrada LFA-1 concurre con 

la pérdida del CD34 (Fig. 52) y el co-cultivo con CSM previene la inactivación de 

la molécula LFA-1 inducida por el cultivo de CSH con citoquinas (Fig. 50). Se 

necesitarían nuevos estudios para establecer si con solo la estabilización de la 

conformación cerrada de LFA-1 es suficiente para desfavorecer la anidación 

medular de CSH. 
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Además el estudio de los mecanismos propuestos de la modulación del fenotipo 

migratorio como la estimulación de CSH expandidas con VCAM-1 o ICAM-1 

solubles o fijados puede brindar otras alternativas de expansión con miras a 

preservar los fenotipos migratorios más adecuados para la anidación medular.  

Actualmente la terapia celular con CSH no solamente apunta a la repoblación 

hematopoyética de la MO sino a la recuperación de otros tejidos afectados, como 

el cardíaco (Kavanagh y Kalia, 2011). Se deben definir los mecanismos por los 

cuales las CSH migran a esos tejidos y no a otros, y la mejor manera de 

manipular las CSH para su anidación adecuada. Los resultados de este trabajo 

son potencialmente útiles para este fin, ya que se describen tres fenotipos 

migratorios de CSH, disponibles para la evaluación de patrones de anidación de 

CSH a diferentes tejidos. Proponemos que los mejores resultados que se han 

encontrado clínicamente con el trasplante de CSH expandidas en co-cultivo con 

CSM se deban en parte al restablecimiento de la jerarquía migratoria de las CSH 

permitiéndoles una localización intramedular adecuada. 
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6. Conclusión 

En conclusión, en este trabajo se desarrolló un método práctico de selección 

de muestras de SCU para el aislamiento costo-efectivo de células CD34+ 

usando bajos volúmenes de SCU. En segundo lugar, se establecieron 

patrones de diferenciación celular hematopoyética en el cultivo de expansión 

que permitieron determinar que los tratamientos HC y HMC son comparables 

en cuanto a su diferenciación y proliferación a los tres días de cultivo. Por 

último, la determinación comparativa de las propiedades migratorias, 

adhesivas y de motilidad en las CSH frescas, expandidas con citoquinas en 

co-cultivo con CSM y sin él, permitió hacer un modelo explicativo (Fig. 59) que 

involucra la funcionalidad de VLA-4, CXCR4, LFA-1, Akt y Bmi-1 en CSH 

respuesta a la expansión y al co-cultivo con CSM.  
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7. Perspectivas 

Los pasos de la anidación a la MO (homing - lodgment) de CSH expandidas en 

co-cultivo con CSM, no han sido valorados aún en modelos de xenotrasplante. El 

desarrollo de estos ensayos requiere de infraestructura para el manejo de ratones 

inmunodeficientes, de la que desafortunadamente carecemos en nuestro ámbito. 

La implementación de esta infraestructura y la realización de estos ensayos in 

vivo, ampliaría los alcances de este trabajo permitiendo formular hipótesis que 

involucren nichos hematopoyéticos in situ.  

La regulación de la motilidad de las células CD34+ resulta de gran importancia en 

la anidación de las CSH a la MO. Las señales intracelulares participantes en esta 

modulación, como la vía PI3K/Akt, se han propuesto como blanco terapéutico 

para mejorar la anidación de CSH a la MO. En este trabajo se planteó que el 

incremento relativo en los niveles de Bmi-1, encontrado en las células CD34+ 

expandidas con citoquinas, suprime la expresión de PTEN, dando como resultado 

un aumento relativo de la fosforilación de Akt y la motilidad celular (Fig. 59). Sin 

embargo, en este trabajo no comprobamos la expresión de PTEN en las 

condiciones de expansión y co-cultivo por lo que este sería el primer paso para la 

definición de la participación de PTEN en la modulación de la motilidad de las 

células CD34+. El segundo paso sería el silenciamiento de PTEN o de Bmi-1, a 

través de la transfección de ARNs de interferencia en células expandidas con 

citoquinas, para valorar la participación directa de estas vías en la motilidad de 

CSH. Dadas las dificultades para transfectar células primarias, se ha 

estandarizado previamente esta transfección con el sistema Nucleofector®, 

comparando la motilidad de células transfectadas y no transfectadas. Los 

ensayos realizados, que no han sido mostrados en este documento, demuestran 

que la transfección de vectores de expresión de proteína fluorescente verde, no 

afectan la motilidad basal de las células transfectadas, avalando inicialmente esta 

evaluación. 
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Por otra parte, sería interesante establecer si el incremento en la adhesión 

mediado por VLA-4 y la disminución de la migración mediada por VCAM-1 en las 

células CD34+ expandidas con citoquinas, están determinados por la expresión 

de la molécula VLA-4 en una conformación estructural específica. De igual 

manera, establecer si el co-cultivo con CSM modifica el estado conformacional de 

VLA-4 en las células CD34+ permitiría postular un mecanismo estructural que 

explicaría la funcionalidad observada.  

El presente trabajo además de postular nuevos mecanismos que permiten 

explicar los avances terapéuticos en la expansión de CSH en co-cultivo con CSM, 

abre múltiples posibilidades en el estudio de las CSH y los efectos de su 

expansión en cultivo.  
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ANEXOS 

ANEXO 1 

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACIÓN DE MUESTR AS DE 
SANGRE DE CORDÓN UMBILICAL PARA EL PROYECTO:  

Propiedades  de adhesión, migración y motilidad de células stem 
hematopoyéticas expandidas con citoquinas de acción temprana  en co-cultivo 

con células stem mesenquimales 

INVITACION 

El laboratorio de Fisiología Celular y Molecular de la Universidad Nacional de 
Colombia lo invita a que contribuya con la sangre del cordón umbilical de su hijo 
recién nacido como donante en este estudio. 

PROPÓSITO 

Todos los años, miles de personas desarrollan una enfermedad grave de la 
médula ósea como leucemia o nacen con alteraciones genéticas que 
comprometen su capacidad y calidad de vida. Para ellos, la terapia más frecuente 
es un trasplante de médula ósea, sin embargo, la realización de un trasplante de 
médula ósea es costosa y además es muy difícil encontrar donantes compatibles. 
En la sangre del cordón umbilical se encuentran células primitivas de las cuales 
se pueden obtener células sanguíneas que podrían llegar a utilizarse en futuros 
trasplantes después de realizar investigaciones exhaustivas sobre su 
comportamiento. 

Para llevar a cabo esta tarea se necesita la colaboración de muchas personas, 
por lo que les proponemos su participación, aceptando donar desinteresadamente 
sangre del cordón umbilical, después del nacimiento de su hijo, esto con el fin de 
contribuir a las investigaciones de interés terapéutico acerca de la sangre de 
cordón umbilical.  

Las células de la sangre de un feto antes de su nacimiento circulan por el cuerpo, 
el cordón umbilical y la placenta. Esta sangre brinda oxígeno y nutrientes desde la 
madre al niño. Cuando el bebé nace, se separa de la  madre y la placenta, 
pinzando el cordón umbilical en dos sitios y cortando el cordón que queda en 
medio de las dos pinzas. Después de unos minutos del nacimiento, la placenta 
sale y habitualmente la placenta y cordón se desechan.  

La sangre del cordón umbilical se recoge después del nacimiento del niño y tras 
el corte del cordón umbilical; este procedimiento es de rutina durante el parto y 
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será realizado por personal especializado (Médico y/o Enfermera Jefe). El 
proceso de recolección de la sangre del cordón es sencillo. La recolección de la 
sangre no cambiará el procedimiento habitual del parto. En partos vaginales, 
después del nacimiento del niño, pinzamiento y corte del cordón, el niño se retira 
del área.  Es muy importante que tenga en cuenta que LA TOMA DE LA 
MUESTRA DE SANGRE DE CORDÓN UMBILICAL NO REPRESENTA  NINGÚN 
PELIGRO NI PARA LA  MADRE NI PARA EL BEBE.  Del cordón que 
normalmente es desechado se pueden recuperar entre 10 y 70 ml, muestra que 
se tomará para este estudio. 

En esta investigación se aislarán las células madre extraídas del cordón umbilical 
para el estudio de su funcionalidad y su proceso de desarrollo y la muestra será 
manipulada bajo la normatividad ética enunciada en la resolución 008430 capítulo 
IV de 1993 expedida por el Ministerio de Salud. 

SU PAPEL DENTRO DEL PROYECTO 

Siendo voluntario para donar la sangre de cordón umbilical de su hijo, usted 
estará de acuerdo con lo siguiente: 

Usted permitirá que la sangre del cordón umbilical y el cordón sean usados para 
investigar la funcionalidad de estas células exclusivamente  dentro del proyecto 
arriba mencionado.  

LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED Y SU HIJO 

Su participación en este estudio no lo beneficiará a usted ni a su hijo directamente 
en ningún modo. Sin embargo, uno de los propósitos de este proyecto es 
contribuir al conocimiento en el área de las ciencias médicas básicas en Colombia 
y divulgar los resultados en aras de impulsar a otros grupos a trabajar en estas 
áreas de investigación.  

Puede ser un beneficio para usted contribuir al conocimiento en esta área, lo cual 
puede ayudar al tratamiento en personas con enfermedades terminales.  

ALTERNATIVAS DE PARTICIPACIÓN 

Tiene usted la libertad de no aceptar esta invitación. 

SEGURIDAD 

No hay riesgos físicos para el niño o la madre al incorporarse como donante a 
este proyecto de investigación. Se conservará la confidencialidad del donante y 
sus padres. 

REEMBOLSOS A USTED 

No se le pagará a usted por la donación realizada. La donación es totalmente 
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voluntaria y altruista. 

GASTOS 

No tendrá que cubrir ningún gasto de colección, procesamiento o análisis de la 
muestra. 

CONFIDENCIALIDAD 

Su identidad no será revelada en ninguna forma, o declaración escrita como 
resultado de su participación en el proyecto. 

PREGUNTAS O DUDAS 

Si tiene preguntas o alguna duda sobre esta solicitud o sobre el proyecto en 
general, por favor remítalas al Departamento de _______________de la Facultad 
de _____________de la Universidad _________________ al Dr. 
__________________, director del proyecto o a la Dra. ___________________ 
co-investigadora del proyecto.  

SU FIRMA ABAJO INDICA QUE USTED HA LEIDO Y ENTENDID O EL 
CONSENTIMIENTO INFORMADO, QUE HA TENIDO LA OPORTUNI DAD DE 
HACER PREGUNTAS, QUE SE LE HA DADO LA INFORMACIÓN M AS 
PRECISA QUE HA SIDO POSIBLE Y QUE ESTA DE ACUERDO E N 
PARTICIPAR COMO DONANTE DE LA SANGRE DEL CORDÓN UMB ILICAL 
DE SU HIJO PARA EL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN MENCIO NADO. 

Madre        Padre    
Nombre:       Nombre: 
CC:        CC:    
 
   
Teléfono del domicilio: _________________________________ 
FECHA: ______________________________________________  
    
Persona que suministró la información: 
 
____________________ 
Nombre:      
CC: 
Papel dentro del Proyecto 
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ANEXO 2 

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACIÓN VOLUNTARI A DE MUESTRA 
DE MÉDULA ÓSEA  

INFORMACIÓN  

En las últimas décadas la médula ósea  se ha convertido en una fuente terapéutica para 
enfermedades de diverso origen. La investigación sistemática sobre la aplicabilidad de 
sus componentes ha retribuido en beneficio de gran cantidad de pacientes. El trasplante 
de médula ósea como terapia en leucemia es uno de los ejemplos más conocidos de su 
utilización. Es conocido que estas terapias de reemplazo de médula ósea son efectivas 
gracias a que dentro de la médula ósea hay células madre  capaces de sustituir las 
células “enfermas” y dando origen a unas células hijas “sanas”. Sin embargo las 
propiedades de estas células madre no se han esclarecido completamente y son objeto 
de intensa investigación en muchas partes del mundo. El Grupo de Fisiología Celular y 
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universi dad Nacional de Colombia  está 
interesado en el estudio de las propiedades de las células madre aisladas de médula 
ósea por lo que solicita su colaboración en esta investigación con la donación de una 
pequeña muestra de médula ósea de su hijo.  

Entre 1 ml  y 5 ml de muestra de médula ósea será colectada por los médicos del 
servicio de Ortopedia del Hospital La Misericordia  durante la cirugía para la que ha 
sido programado. La obtención de esta muestra NO implicará un riesgo adicional al de 
la cirugía a la que su hijo o hija será sometido(a) . Su participación en este estudio 
será voluntaria y confidencial. La muestra colectada será usada únicamente en 
investigación básica. La obtención de esta muestra no le representará ningún gasto 
adicional ni tampoco usted será retribuido económicamente por esta donación. 

Si tiene preguntas o dudas sobre el proyecto por favor remítalas a las personas 
responsables de este estudio en la Oficina 430, División de Fisiología de la Facultad de 
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia  (sede Bogotá) los doctores Jean 
Paul Vernot  coordinador del grupo de fisiología celular y molecular y Ana María 
Perdomo Arciniegas  médica investigadora del grupo (teléfono 3165000 ext. 15057) o al 
Dr. Armando Amador, médico especialista en Ortopedia del servicio de Ortopedia del 
Hospital de la Misericordia. 

APROBACIÓN DE DONACIÓN VOLUNTARIA 

Procedimiento quirúrgico:_______________________ Fecha:____________________ 

Nombre del paciente:___________________________________Edad:____________ 

Nombre del padre/madre o acudiente:_______________________________________ 

C.C.______________de____________ Teléfono:_____________________ 
Dirección:____________________________________________________________ 

Declaro que: 
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1. Entiendo que la donación de médula ósea para este estudio es libre y voluntaria. 
2. Entiendo que el procedimiento para la donación de una muestra de hasta 5 ml de 

médula ósea NO implicará un riesgo adicional al del procedimiento quirúrgico de 
Ortopedia al que mi hijo/hija/representado será sometido. 

3. Entiendo que la muestra de médula ósea será usada con fines investigativos. 
4. Entiendo que la información referente a mi hijo/hija/representado será manejada de 

manera confidencial y que será protegida mi identidad. 
5. Entiendo que NO recibiré ningún estímulo económico por esta donación. 
6. He leído y comprendido toda la información entregada, he tenido la oportunidad de 

formular preguntas y se me han resuelto mis inquietudes. 
 

En consecuencia he decidido libremente la donación de una muestra de médula ósea, 

__________________________   ______________________ 

Firma  Padre/Madre/Acudiente   Cédula de Ciudadanía 

__________________________   ______________________ 

Firma  Testigo     Cédula de Ciudadanía   

__________________________   ______________________ 

Firma  Testigo     Cédula de Ciudadanía   

 

AUTORIZACIÓN DE ALMACENAMIENTO DE MUESTRA Y USO EN OTROS 
ESTUDIOS 

Marque la decisión al respecto de que su muestra se a usada en estudios 
posteriores: 

o Autorizo a que la muestra donada sea almacenada y u sada en otros 
estudios de investigación básica siempre y cuando l a información obtenida  
respecto a mi persona sea confidencial.  

o Deseo que la muestra sea desechada después del estu dio mencionado. 
 

_____________________________   _______________________ 

Firma        Cédula de Ciudadanía 
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ANEXO 3 
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ANEXO 4 
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