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Objetivo: Desarrollar un modelo murino de hematopoyesis humana subcutanea empleando células proge-
nitoras hematopoyéticas (CPH) y células stem mesenquimales (CSM) humanas en una matriz tridimensional.

Metodologia: Sobre una matriz comercial porosa de trifosfato calcico e hidroxiapatita (CONDUIT®) se
cultivaron CSM humanas. Con ellas se desarrollaron dos grupos experimentales. En el primer grupo, tras
inducir su diferenciacién in vitro a estroma con medio de cultivo a largo plazo, las matrices se inocularon
con 2 x 10° células CD34+ procedentes de sangre de cordén umbilical (SCU) y se mantuvieron en co-
cultivo evaluando semanalmente la produccién de colonias CFU-GM y la aparicién de adipocitos y areas
de cobblestone. Tras 4 semanas, las matrices con estroma y hematopoyesis humana se implantaron a nivel
subcutdneo en ratones NOD/SCID. En el segundo grupo, las matrices con CSM humanas se implantaron
en ratones NOD/SCID permitiendo su diferenciacion a estroma in vivo. A las 6 semanas se inyectaron las
células CD34+ de SCU via intravenosa. En todos los casos el injerto hematopoyético humano se evalud en
sangre periférica y médula 6sea mediante citometria de flujo a las 3 semanas pos-trasplante con anticuer-
pos anti-CD45, CD13 y CD19 humanos.

Resultados: En el estudio in viro comprobamos que las matrices tridimensionales eran capaces de man-
tener los CPH inmaduros siendo capaces de formar colonias CFU-GM durante las 5 semanas de cultivo
(2,25 x 10%) con valores superiores a los observados en los cultivos clasicos en 2 dimensiones (1,09 x 10).
La presencia de adipocitos y areas de cobblestone se detecté desde la carta semana, una semana después
de lo observado en los cultivos 2D. En el modelo animal, a las 3 semanas, el grupo 1 presentaba mayor
porcentaje de células humanas en sangre periférica que el grupo 2 (Tabla 1). En médula 6sea no habia
diferencias significativas en el quimerismo humano entre ambos grupos, pero el grupo 1 mostraba mayor
injerto mieloide. No se observaron células de estirpe linfoide. Estos datos muestran una mayor produccién
en sangre periférica de las matrices diferenciadas in vitro, que ademds permite su migracion a médula ésea
y acelera el injerto mieloide.

Tabla 1: Injerto hematopoyético humano en ratones NOD/SCID. Porcentaje de células CD45+ humanas en sangre
periférica y médula 6sea a [as 3 semanas postrasplante. Porcentaje de células CD13+ dentro de la poblacién humana

Grupo 1 Grupo 2
(n=6) (n=6)
% CD45 %CD13 % CD45 %CD13
Sangre periférica 1<1991170>/° N.D. (82%&80) N.D.
Médula 1,65 17,39 2,6 7,05
Gsea (1-2) (14-34) (2-3) (3-17)

N.D.: No deteciable

Datos expresados como mediana (rango).

Conclusion: Estos estudios indican que la matriz empleada en este modelo permite el mantenimiento de
CPH humanos en un modelo de hematopoyesis tanto in vitro como in vivo con un estroma humanizado. Este
modelo de hematopoyesis permitiria el estudio de la hematopoyesis normal y patolégica y su interrelacién
con el estroma.



