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RESUMEN

El cancer es una entidad etiopatogénica compleja en la que diversos procesos de
dafio celdlar'se conjuntan, ocurre por un crecimiento anormal y acelerado de un tipo
celular en elindividuo. Este crecimiento acelerado puede ser producto de mutaciones,
inestabilidad ‘eromosomica y diversos factores que contribuyen al dafio celular, pero
aun hay muchasipreguntas sobre los mecanismos implicados, es por ello que nace la
necesidad de crearsnuevos modelos de estudio que nos permitan conocer los
mecanismos celularesqsy.moleculares implicados en el desarrollo del cancer y de este
modo generar mejores diagnésticos, pronosticos y tratamientos basados en medicina

de precision.

En este trabajo se aborda principalmente el papel de las plaquetas, células pequefias
y anucleadas pero fundamentales para el desarrollo de la migracion y metastasis en
estadios avanzados del cancer. Hasta ahora se conoce que las plaguetas educadas
por tumor protegen a las célulasstumorales de ser reconocidas por las células
inmunoldégicas, formando un cumulo)de células que viaja por el torrente sanguineo.
La interaccion entre las plaquetas ylascélulasitumorales aumentan la proporcion de
células troncales en el tumor primario, /@portande”asi caracteristicas de malignidad

mediante su dediferenciacion.

Hasta ahora los protocolos de estudio de plaquetas educadas por tumor se realizan
con muestras de donadores, sin embargo, debido al métado de obtencion de las
plaguetas (flebotomia), a la cantidad de células colectadas, & a la variabilidad
fenotipica entre donadores (diferenciales en patrones de expresian), resulta dificil la

disponibilidad de las muestras para generar resultados fiables y reproducibles.

En este trabajo proponemos un modelo de plaquetas educadas por tumaer .in vitro,
derivadas de megacariocitos de la linea celular MEG-01, que permite obtenerumgran
namero de plaquetas funcionales, ademas de eliminar la variabilidad fenotipica de
estas células. La accesibilidad de estas células como modelo de estudio permitira la

creacion de nuevas lineas de investigacion que profundicen sobre los mecanismos



moleculares sobre el papel de las plaquetas educadas por tumor en el desarrollo de



ABSTRACT

Cancer.iS-a convoluted etiopathogenic entity where diverse processes of cell damage
conjoins, .@ccurs by abnormal and accelerated growth in a group of cells of the
individual. ItCan be the result of mutations, chromosomal instability and several factors
that contribute to-cell damage, that is why arises the need to create new biological
models to investigate*the cellular and molecular mechanisms implicated in cancer,
thus improving the( generation diagnoses, prognoses and treatments based on

precision medicine.

This work mainly address the.role of platelets, small and anucleated cells, fundamental
for the development of migration-and metastasis in advanced stages of cancer. Is
widely known that tumor-educatedsplatelets protect tumor cells from recognition by
immune cells, forming a cluster of tumoral cells that travels through the bloodstream.
The interaction between platelets and.tumor cells increases the proportion of stem
cells in the primary tumor, thas~providing/malignant characteristics through their

dedifferentiation.

Until now, the study of tumor-educated platelets” are performed with healthy donor
samples; however, due to the method of obktaining platelets (phlebotomy), the number
of cells collected, and the phenotypic variability between donors (differentials in
expression patterns), it is difficult to have samples enough to generate reliable and

reproducible results.

This work proposes a in vitro model of tumor-educated platelets .derived from
megakaryocytes of the MEG-01 cell line, which allows obtaining humerous functional
platelets; in addition to eliminates the phenotypic variability of these’ cells. The
accessibility of this model will allow the creation of new lines of research toinvestigate

the molecular mechanisms involved in the tumor-educated platelets role in metastasis.
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INTRODUCCION

La linea celular MEG-01 (aislada de leucemia megacarioblastica) fue descrita por
primera vez€n.1985, gracias al trabajo del doctor Michinori Ogura, quien se encargo
principalmente de.analizarla y caracterizarla para su uso biotecnologico; en 1988 se
determiné la induccion funcional y morfoldgica de la diferenciacién de las células
MEG-01 mediante Phorbol Diesters (encargados de la estimulacién de proteina C,
promotores de tumoreS):.En este estudio se detectaron los marcadores de superficie
que caracterizan a estaslinea celular (GPIlIb/llla), mediante inmunodeteccion
(anticuerpos dirigidos) y citamétria de flujo. Se utiliz6 el 12-0-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA) como inductor de diferenciacion, encontrando una mayor proliferacion

y diferenciacion mediante los ensayes realizados (1).

Es hasta 1991 el equipo de trabajo del investigador Michinori Ogura describié por
primera vez la produccion de particulas tipo plaquetas (PTP) provenientes de la linea
celular MEG-01. Se postula que‘as pafticulas tipo plaguetas son producidas
espontaneamente por lafraccion diferenciada de-megacariocitos. Estas PTP se
identificaron mediante sus marcadores de superficie, como el antigeno CD61 y el
factor de Von Willebrand (2).

En 1998 se estudié aln mas sobre el proceso de formacién y liberacion de PTP
derivadas de las células MEG-01, ademas se caracterizaron_sus marcadores de
superficie. Los marcadores estudiados se componen por la gliceproteina GPIIb/llla 'y
CD62, analizados mediante ensayos funcionales por adicién de trombina en un cultivo
celular y a la reaccion de estas a la presencia de P-selectina. En+€ste estudio se
determind que las PTP derivadas de MEG-01 son células conyarquitectura
(receptores, proteinas) similar a plaquetas con capacidad de agregacion y
coagulacion, una vez que se documentan las pruebas funcionales, reciben el nombre
de plaquetas derivadas de MEG-01 (3).

La produccion de plaquetas y particulas tipo plaguetas in vitro se ha centrado en
disefiar un modelo con células derivadas de cordon umbilical diferenciadas hacia

11



megacariocitos, mediante biorreactores, obteniendo asi plaquetas funcionales. Los
inductores propuestos (hasta ahora) como estimulantes de la trombopoyesis son

trombopQyetina, acido valproico, nicotinamida, butirato de sodio y tricostatina A (4).

En 1886 fue descubierto el acido valproico (AVP), farmaco inicialmente usado como
tratamiento primario anticonvulsivante. En 2001 fue descrito como inhibidor de la
desacetilacion de (histonas (HDAC) por primera vez, ademas de iniciar sus pruebas
en ensayos clinicos fase | y Il. En 2006 se demostrd, mediante evaluacion de la via
de sefalizacion de ERK;~que la funcion de HDAC del VPA promueve la expresion de

marcadores de trombopayesis temprana (5).

La trombopoyetina (TPO) fue(descubierta en 1958, sin embargo, fue purificada hasta
1994. Hasta ahora se describela¥*TPO como una citocina reguladora, que al unirse
con el receptor CD110 (asociado asayleucemia proliferativa, MPL), desencadena la

produccién de megacariocitos y plaquetas (6).

Los modelos de plaguetas éeducadas ‘por tumor se centran en definir el
comportamiento de las células de/-cancer (pancreas, higado, pulmén, cérvix,
intestino) posterior a la exposicion €on~plaquetas; sin embargo, estos modelos
también se encargan de estudiar el comportamientosde las plaquetas y sus cambios

estructurales, morfoldgicos y patrones de expresion géniea y proteica(7).

Hasta ahora los modelos descritos se han basado en el usaode plaquetas derivadas
de donadores sanos y donadores con diagnostico de cancer, exponiéndolas a células
tumorales, lo cual ha demostrado un incremento en la capacidad de invasion,
migracion y principalmente troncalidad de las células cancerosas, incrementando la
expresion de SOX2, OCT4, NANOG, ALDH (genes asociados a troncalidad debido a

su papel en la embriogénesis) en células cancerosas (8).
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MARCO TEORICO

CELULAS INMORTALIZADAS

Una célula==inmortalizada es aquella que posee la capacidad de dividirse
ilimitadamente,” lo cual es util primordialmente en estudios in vitro. Hace siete
décadas, en 1951, ‘inici6 un nuevo episodio de la biotecnologia, esto gracias a la
obtencién de la primera linea celular (células inmortalizadas), derivada de una
paciente diagnosticadaeon cancer de cérvix en estadio terminal. La obtencién de esta
linea celular denominada “HelLa” (homenclatura derivada de las iniciales del nombre
y apellido de la paciente, Heprietta Lacks), es hasta ahora uno de los mas grandes
avances de la ciencia en los ultimos afios. El uso de las células HeLa ha generado
miles de lineas de investigacion .que contribuyen a la generacion de vacunas,
tratamientos y principalmente a(la generacibn de conocimiento acerca del

funcionamiento de la célula tumoral (9).

Los mecanismos mediante los( cuales uha, célula adquiere la capacidad de
inmortalizarse se asocian a la maodificacion” de los telbmeros, ya sea por un
mecanismo artificial o un mecanismo (hatural, f6s<cuales estan coadyuvados por
mutaciones en genes como p53, pl6°.o/ pRb. ‘Las, lineas celulares requieren
suplementacién de nutrientes, lo que se logra con”el suministro de medios
actualmente comercializados y ampliamente accesibles#para continuar con los
cultivos celulares, lo que dependera de las necesidades deda linea de investigacion
en particular, permitiendo el empleo de ensayos in vitro mediante estas lineas

celulares caracterizadas y estandarizadas (10).

Consideraciones éticas de las lineas celulares

En el periodo posterior a la Il Guerra Mundial se creé la declaracion de Helsinski, una
base juridica, legal y bioética, la cual parte de la necesidad por regular. la
experimentacion humana(11). Esta declaracion se encuentra integrada por diversos

apartados, uno de ellos con indicaciones especificas, en las que se abordan temas
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tales como la prohibicién de las pruebas clinicas en humanos sin previo conocimiento,
la autorizacion a consideracion del paciente y familiares posterior al entendimiento
total'dedos ensayos, asi como los riesgos y efectos secundarios que se puedan llegar
a sufrir derivados de ello.

Con el paso_de los afos, se han agregado nuevas clausulas a la declaracion de
Helsinski, estos, cambios son dindmicos y estan determinados por los avances
biomédicos, su aleance y repercusion, para no generar un evento similar al que
sucedio con las células*HelLa. Con esto se ha logrado crear una norma de manejo
para el material biologice recolectado, ademas que el paciente tiene la opcion de
declinar la decisién de participar en el estudio en cualquier momento en el que auln
sea localizable la muestra. (https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-

helsinki-ethical-principles-for-medical-research-involving-human-subjects/)

CANCER

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la_ Salud (OMS), el cancer se define como
un grupo de enfermedades que tienen origen en_eualquier 6rgano o tejido del cuerpo
y que se caracterizan por un crecimiento celular anormal e incontrolable; estas células
ademas tienen capacidad de invasion ylos/metastasisyhacia otros érganos (OMS,
2022). Para entender esta entidad, debemos conocer acerca de sus marcadores, los
cuales se describen més adelante.

La capacidad de mantener un genotipo caracteristico (estabilidad.cromosémica), es
esencial para mantener un funcionamiento celular adecuado, sin\embargo, pese a
gue el cancer no tiene causas especificas descritas, hasta ahora se hapropuesto la
inestabilidad cromosdmica como posible causa para que se generengdafnos a nivel
molecular e iniciar la inmortalizacién celular (12). Un ejemplo de ello, €s el dafio al
genoma que se genera por diversas infecciones, como el virus del papiloma. humano
(HPV), cuyas infeccionesse ha demostrado que estan estrechamente relacionade con

el desarrollo de cancer cervico-uterino, oral, faringeo y anal (13).

Otro de los factores ampliamente descritos y caracterizado como uno de los mas
importantes inductores de dafio al genoma es el consumo de tabaco, identificado
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como agente causal directo de distintas neoplasias principalmente en cancer de
pulmén. Entre los mecanismos descritos se encuentra el dafio ocasionado por
sustaneias como el benceno, benzopireno, acetaldehido, formaldehido, entre otros;
dado que” estos generan lesiones directas a nivel tisular, causando inicialmente
irritacion a Jas.mucosas y ademas dafio directo al ADNA (alterando su estructura y

generando aSi‘mutaciones) (14).

Marcadores del cancér

En el afio 2000 (15) fue publicado un articulo que menciona por primera vez los
marcadores de identidad del™ycancer; donde se presentan los primeros
seiscaracteristicas que fundamentan-el modelo mas conocido y estudiado del cancer,
dado gue todos los tipos de cancer'sélidos presentan las mismas caracteristicas. A
continuacion, se enlistan los mar¢adores propuestos. Cada uno de estos indicadores
posee vias de transduccion de Senales alteradas ya descritas:

-Sefiales de crecimiento constitutivamente activadas (sobreexpresion del
oncogén H-Ras).

-Resistencia a sefiales de supresién de crécimiento (pérdida del gen Rb,
supresor de tumores).

-Invasion tisular y metastasis (inhibicion de E-cadherina)

-Potencial replicativo ilimitado (expresion de telomerasa)

-Angiogénesis (produccion del inductor de VEGF)

-Evasion de apoptosis (alteracion en las vias de BAX/BAK/BCL:-2).

En 2011 Hanahan y Weinberg describieron “La siguiente generacion. de los
marcadores del cancer, en donde se describen cuatro caracteristicas mas yoptan por
renombrar algunos de los marcadores previos; ademas de proponer posibles blancos

0 ventanas terapéuticas para contrarrestar cada uno.

Los marcadores previos renombrados, y uno de sus probables blancos terapéuticos,

son los siguientes:
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1» Senalizacion sostenida de proliferacion (Inhibidores de EGFR)

2-" Evasion de los supresores de crecimiento (Inhibidores de cinasa
dependiente de ciclina)

3- Activacion, invasion y metastasis (Inhibidores de HGF/c-Met)

4- Habhilidad replicativa, inmortalidad (Inhibidores de la telomerasa)

5- Induccian de angiogénesis (Inhibidores de sefializacion de VEGF)

6- Resistenc€ia-a la muerte celular (mimetizacion de BH3 proapoptatico)

Se proponen dos condiciones favorecedoras del cancer:
l. Inestabilidad gendmica y mutacion (ejemplo: inhibidores de la
enzima PARP)

Il. Estado inflamatorio‘persistente (farmacos anti-inflamatorios selectivos)

Asi como dos caracteristicas emergentes:

a. Desregulacion energeticacelular (inhibidores de la glucdlisis aerébica)
b. Evasion de la respuesta-ihmune (inhibicion del anticuerpo anti-CTLA4)
(15)

En el 2021, se sumaron cuatro caracteristicas nuevas’ a:las descritas previamente:
dediferenciacion y transdiferenciacion; desregulacion epigenética; microbioma
alterado; sefializacion neuronal alterada. Recientemente’se ha propuesto que
algunos marcadores de identidad para cancer pueden ser modificables, tal es el caso
de la alteracion del microbioma, condicion moldeable a lo largo‘de la vida de los
individuos mediante los cambios en la dieta y los cambios en el estilo dewida. También
se describe como un factor modificable a la desregulacion epigenética,da,cual genera
la posibilidad de cambiar tanto el prondstico como la sobrevida de los paCientes (16).

1. Seializacidén sostenida de proliferacion

Mantener la sefializacion de proliferacién sostenida es una caracteristica Unica de las

células cancerigenas. Para generar esta condicion puede existir la remodelacién del
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espacio pericelular y de la matriz extracelular, aumentando asi la biodisponibilidad de
factores de crecimiento, esto puede ocurrir mediante sobreproduccién de receptores,
sefalizacion constitutivamente activa; proteasas, sulfatasas y otras enzimas que son

liberadas«y activadas en exceso.

Una de las vias.de sefializacion desreguladas dentro de este marcador es la de PI3K,
se ha descrito la presencia de mutaciones en las proteinas que participan en esta via
de sefalizacion, evidenciado mediante analisis de secuenciacién de material genético

tumoral.

El mecanismo de retroalimentacion negativa es el mas importante en el organismo,
encargado de cesar una funcion-a través de un producto de la misma estimulacion,
limitando asi la respuesta al estimulo, modulando el proceso de ligando-receptor. Por
tanto, si existe una anomalia en este’mecanismo no permite el cese de una funcion
gue ocurre de manera excesiva y perpetda asi una sefializacion y se estimula asi una
respuesta continua. En las células_cancerigenas uno de los procesos involucrados,
es la disrupcidon del mecanismo decretroalimentacion negativa, presente en diversas
cascadas de sefalizacion (PIBK/AKT/mMTOR)" que se encargan deregular la

proliferacion y el ciclo celular.

La senescencia celular puede ser resultado de “la<sefalizacion excesiva de
proliferacion, y ésta a su vez esta determinada por oncogenes tales como RAS, MYC
y RAF (posibles vias involucradas). El exceso de ‘proliferacion en células
transformadas o cancerigenas pueden involucrar a dos factores importantes: la
estimulacion mitbgena maxima (indice de Hayflick) y la defensa ante sefiales
antiproliferativas. Las células transformadas al recibir altos niveles de ‘sefializacion
proliferativa pueden adaptarse a ellas y de esta manera bloquear el¢paso_hacia la

senescencia 0 apoptosis.

2. Evasidon de supresores de crecimiento

Los supresores Rb (asociado a retinoblastoma) y p53, son considerados reguladores

maestros sobre la proliferacion celular, la induccion de senescencia y activacion de
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apoptosis por la via intrinseca, esta Ultima a través de la mitocondria y mediada por

el balance de sefales orquestadas por la familia de proteinas Bcl-2/Bax/Bak.

El producto citoplasmico de NF2, se encarga de inhibir la interaccion entre moléculas
de adhesion de la superficie celular con receptores tirosina-cinasa transmembranales,
lo cual favorece’la inhibicion por contacto. Ademas, secuestra receptores de factores

de crecimiento y limita su capacidad para emitir sefiales mitdégenas eficientes.

Otro de los mecanismos-de inhibicion es mediado por la proteina polar epitelial LKB1,
encargada de organizarla estructura epitelial y mantener la integridad tisular, también
puede anular el efecto mitdgenoe provocado por el oncogén MYC. LKB1 es necesario
para mantener la complejidad.de la arquitectura tisular, debido a que este es

fundamental para inhibir y contrelar la sefalizacién de proliferacion.

El dltimo de estos mecanismos es«eontrolado por la via de TGF- B (Factor de
crecimiento transformante 3 ) que en condieiones fisiolégicas es un regulador maestro
de sefales pro-inflamatorias. Sin"embargo, en cancer se encuentra sobreexpresado,
asociado a metéastasis y migracion;-al controlarssefiales pro-inflamatorias favorece el

proceso de transicion epitelio-mesénquima, asociado a alto grado de malignidad.

3. Activacion, invasion y metastasis

Estos mecanismos se caracterizan por la invasion de células cancerosas a traves de
la capa basal y capas profundas de los 6rganos afectados, la migracion de células
cancerosas a otros Organos (por continuidad, por via linfatica o por, el torrente
sanguineo), ademas de la transicion epitelio-mesénquima (TEM). La\TEM es un
proceso fisiologico que ocurre solo en el periodo embrionario, para formar las capas
germinales y promover la diferenciacion celular; sin embargo, en el canger. este
proceso se reactiva. La TEM reprime la expresion de E-cadherina (elemento regulador
del fenotipo epitelial), debido a una marca represiva mediante desacetilagion

(H3K27me3) a nivel del promotor de su gen codificante (16).
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4. Habilidad replicativa, inmortalidad

La telomerasa es una enzima ADNDNA polimerasa que se encarga de agregar
segmentossepetitivos de ADN en los extremos de los cromosomas, sin embargo, esta
enzima esté.presente Unicamente durante la embriogénesis. Si esta enzima se activa
después del“periodo embrionario, no permite el acortamiento de los telémeros,
promoviendo asi lalinestabilidad cromosdémica e impidiendo la senescencia celular.
Mediante este meécanismo, las células cancerosas logran superar el indice de
Hayflick (postula que ‘elpromedio mitético maximo celular es de 50 veces antes de su

senescencia) (16).

5. Induccion de angiogénesis

Las células requieren nutrientes y. oxigeno para un adecuado metabolismo y funcion,
durante el periodo de embriogénesis<Se crean vasos sanguineos de novo
(vasculogénesis), en contraste, @urante “la progresion tumoral se crean vasos
sanguineos a partir de vasos pre=existentes._(angiogénesis). Esto se debe
principalmente al desequilibrio angiogenice en precesos de malignidad, un tumor no
puede crecer mas de 2 mm sin recibir aporte de fAutrientes. La hipoxia y sefiales
oncogeénicas activan genes pro-angiogénicos como VEGF (factor de crecimiento
endotelial vascular), el cual puede sobreexpresarse para _generar nuevos vasos
sanguineos defectuosos que sirvan para aportar nutrientes al tumor, y puede
coadyuvar a la metastasis por mecanismo de extravasacion. Por/otro lado, se sabe
gue VEGF es secuestrado en la matriz extracelular, promoviendo liberacion y

activacion de proteasas que degradan la matriz extracelular y favorecen la migracion.

6. Resistencia ala muerte celular

La apoptosis es un proceso fisioldgico encargado de regular la muerte celular
programada, en respuesta a diversos factores estresantes. La apoptosis puede

activarse a traves de dos vias: intrinseca o mitocondrial (familia Bcl-2 y las proteinas
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Bax y Bak) y extrinseca a través de receptores (FAS ligando/FAS receptor); ambas
deseneadenan la activacion de proteasas (caspasas 8 y 9). En células tumorales se
encuentran afectados los mecanismos reguladores de la apoptosis y no ejercen la
funcién habitual, los sensores de dafio se encuentran alterados o mutados, tal es el

caso de p53, es por ello que existe proliferacion celular anormal (17).

Dediferenciacionystransdiferenciacion

La dediferenciacion es lag€version de las células a un estado anterior no diferenciado,
fendmeno que se presenta Unicamente en el periodo de embriogénesis para generar
las capas germinales. En el canger este proceso se reactiva, generando un fenotipo
troncal o no diferenciado, caracterizado por la sobreexpresion de los genes SOX2,
NANOG, OCT4, ALDH, todos ellos asaciados con tumores malignos sélidos (18).

Por otro lado, la transdiferenciaCion se .define como el cambio morfolégico a nivel
tisular (metaplasia), debido a la variacion de_un fenotipo celular a otro, un ejemplo es
la transicion de un epitelio escameso. estratificado a un epitelio simple columnar
(es6fago de Barret). Esta transdiferenciaeion puede deberse en gran medida al dafio
continuo presente en un tejido. Un ejemplo’de los genes alterados en este proceso es
PTFla, favoreciendo la proliferacion y transdiferenCiacion inducida por KRAS

(oncogén), acelerando asi el proceso de invasion y metastasis (19).

Inestabilidad gendmica y mutacion

Existen mas de cien proteinas encargadas de mantener la integridad.genémica y la
reparacion del ADN, estos procesos ocurren ininterrumpidamente durante el ciclo
celular. Pese a que la variabilidad genémica favorece la diversidad génética y la
evolucion de los organismos; si estos cambios se presentan posterior a-la etapa
embrionaria pueden generar mutaciones y zonas de inestabilidad gentmica
relacionadas con diversas entidades patoldgicas (cada célula cancerigena puede
contener de cuarenta a sesenta mutaciones). Existe evidencia de inestabilidad
genémica y mutaciones en lesiones pre-malignas, a medida que incrementa la

inestabilidad gendmica se eleva también el riesgo de cancer (20).
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Ik Estado inflamatorio persistente

La inflamacion, es un proceso fisiolégico autolimitado para mediar el dafio tisular y su
reparacion, caracterizado por la liberacion de moléculas pro-inflamatorias y especies

reactivas de oxigeno, con el fin de reclutar el mayor nimero de células posibles.

El estado inflamatorio_persistente es un proceso desregulado donde las moléculas
pro-inflamatorias se encdentran activadas de manera permanente; en el cancer
promueve la actividad mutagénica y acelera el proceso de malignidad. Asimismo, el
estado inflamatorio mantienef el.abastecimiento de moléculas bioactivas favorables
para el microambiente tumoral, ‘involucrando factores de crecimiento que mantienen
una sefalizacion sostenida de proliferacion, factores de supervivencia para superar
el numero mitbgeno maximo, factores-proangiogénicos; asi como la liberacién de
enzimas como metaloproteasas que modifican la matriz extracelular y facilitan la

angiogeénesis, la invasion y la metastasis.

a) Desregulacion energética celular

Una célula sana obtiene energia a través del metabolismo de la glucosa mediante el
ciclo de los &cidos tricarboxilicos (ruta aerobia) y, en menar medida por la glucdlisis
anaerobia. Sin embargo, en condiciones de alta demanda‘energética con bajo

oxigeno disponible, se favorece la glucélisis anaerobia por ser un proceso mas rapido.

Las células tumorales hacen uso de la glucolisis anaerdbica, procese~denominado
“‘efecto de Warburg”, caracterizado por producir menor cantidad de energia a largo
plazo, pese a que el rendimiento de ATP es mayor en otros procesos metabdlicos.
Sin embargo, este proceso genera grandes cantidades de acido lactico a nivelHoeal y

promueve hipoxia en las células adyacentes, aunado a la neovascularizacion tumaral)
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b) Evasidon de la respuestainmune

Las células del sistema inmune se encargan de identificar y atacar las células o
componentes extrafios (virus, bacterias, hongos) mediante el reconocimiento por
antigenos de-superficie. Algunas células cancerigenas pueden expresar antigenos de

superficie, sinembargo, no se presentan en todos los tipos de cancer.

Se han descrito dossmecanismos mediante los cuales las células tumorales evaden
al sistema inmune, une-de ellos ocurre mediante modulacion de la respuesta inmune,
por ejemplo, la metilacion_del promotor de NLRC5 del gen que codifica para el
Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase | (via de presentacion de antigenos
para Linfocitos T CD8+). El segdndo mecanismo es el recubrimiento de las células
tumorales con plaguetas para evitar.su reconocimiento inmune, esto les permite a las

primeras migrar y generar metastasis\en otros 6rganos.
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TROMBOPOYESIS Y MEDULA OSEA

La médula 6sea es un tejido esponjoso que se encuentra en el interior de los huesos
largos, en individuos sanos corresponde aproximadamente a 5 % de la masa corporal
total, es el=6rgano hematopoyético(21). La médula 6sea alberga a las células
progenitoras mesenquimales ( que dan origen a las células de la funcion inmune y
mecanica), células'progenitoras hematopoyéticas (que dan origen a las células
encargadas principalmente del transporte de oxigeno, nutrientes y produccién de
células fundamentales’para la respuesta inmune), ademas de contener la estructura

y maquinaria necesarias'para la formacion de hueso [Figura 1] (22).

En la médula ésea ocurre la trembopoyesis, un proceso que tiene como objetivo la
formacion de plaquetas, mediante~la diferenciacion de las células progenitoras
comunes hematopoyéticas que originan el linaje eritroide y trombopoyético. Este
proceso inicia en los megacarioblastes, que se diferencian a promegacariocitos y
posteriormente dan origen a los-megacariocitos liberadores de plaguetas, CD41+ y
CD42+ [Figura 2]. Los megacarioCitos, maduros.realizan un proceso de endomitosis,
mediante el cual se multiplica su material genético dentro de la misma célula,
generando un ambiente transcriptdmicamente active; para posteriormente dar paso
al resultado final de la trombopoyesis, la_generacion™y liberacion de plaquetas al

torrente sanguineo (23,24).

El nicho de megacariocitos maduros en la médula 6sea contiene una subpoblacién
de las células progenitoras hematopoyéticas que expresan el gen’'VWF (que codifica
para la glicoproteina de Von Willebrand) y promueve la auto-replicacion.de las células
progenitoras hematopoyéticas megacariociticas (25). Es por lo anterior que diversos
grupos estudian la importancia de las células progenitoras hematopoyeticas y la
transicion desde un estado indiferenciado hacia eritrocitos, células mi€leides o

plaquetas (26).
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Megacariocitos

Los megacariocitos son células de gran tamafio (30-100 um de didmetro) que pueden
contenermultiples nacleos (poliploidia), caracteristica que confiere amplia capacidad
para generar-un ambiente transcriptdmicamente activo, siendo de utilidad para la
produccion plaquetaria (27). Estas células comprenden aproximadamente el 1 % de
la poblacién de las células sanguineas, y el 0.05 % de las células totales en la médula

0sea, y son las que dan origen a las plaquetas (28).

La megacariopoyesis y la trembopoyesis estan reguladas directamente por la via de
transduccion de sefiales de Hippo, principalmente por el inhibidor de la via LATS1/2,
conocido como un supresor de.tumores que actla a nivel del ciclo celular, permitiendo
o bloqueando la progresion de este, y favoreciendo la migracion celular o la apoptosis.
La baja proporcion de LATS1/2 indyce la proliferacion mediante el incremento de la
actividad celular en la fase G2/M, mientras que su sobreexpresion genera arresto a
nivel de la fase G2/M, a través de-la inhibi€ion de la actividad de CDC2/Ciclina A. La
activacion de la via de Hippo (inhibe la”diferenciacion a nivel del progenitor
hematopoyético, mientras que la déeplecion de’LATS1/2 ocasiona la inhibicion de la
diferenciacion megacarioblastica y reduecion del'nmero de plaquetas a producir por

cada megacariocito (29).

Los megacariocitos poseen pseuddpodos perivasculares#(protoplaquetas) que se
extienden para anclarse al endotelio e iniciar un procesa  celular transendotelial,
liberando las plaguetas al torrente sanguineo. Esta interaccion” entre las células
endoteliales y los megacariocitos esta regulada por quimiocias, moléculas de
adhesion, lipidos propios del torrente sanguineo y receptores de superficie en los
megacariocitos. Las células endoteliales participan en la regulacion y maduracion de
megacariocitos, asi como en la liberacion de plaquetas; tienen la capacCidad de
promover la produccion de plaquetas mediante el factor 1 derivado del®stroma
(CXCL12) o el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF4). Los megacariocitos
poseen en su estructura un receptor MPL, que al unirse con su ligando, la
trombopoyetina desencadena una via de sefalizacion para obtener plaquetas como

producto final (30).
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Receptor MPL

Las células progenitoras de megacariocitos necesitan tanto el receptor MPL como su
ligando,4a trombopoyetina; para asi permanecer en un estado de quiescencia en los
nichos de la=-médula 6sea. El receptor para trombopoyetina MPL (CD110, TPOR,
THPOR, protefna de la leucemia proliferativa) es esencial para efectuar la
trombopoyesis yipara el mantenimiento de las células hematopoyéticas progenitoras
comunes. Este receptor esta, conformado por 635 aminoacidos, contiene un dominio
transmembrana con ‘des)dominios de receptores de citocinas extracelulares y dos

dominios receptores para citocinas intracelulares (31).

En 1990 se identifico el oncogen V-MPL, a partir de la leucemia mieloproliferativa
murina, esto hizo posible inmortalizar células hematopoyéticas de diferentes linajes
de la médula 6sea. Hasta 2 afios después, en 1992, se nombré C-MPL a su homoélogo
de origen humano y este fue, clonado; mientras que el ligando de este, la

trombopoyetina, fue clonado hasta-1994:

Trombopoyetina

La trombopoyetina (TPO) es una proteina codificada por.ehgen THPO, constituida por
353 aminoécidos, con un peso de aproximadamente 80-90kDa; estructuralmente esta
compuesta por un dominio de union al receptor MPL hacia eleéxtremo N-termina y un
dominio glicano hacia el extremo C-terminal. La TPO posee unasestructura similar a
la eritropoyetina debido a su haz de cuatro hélices unidas por puentes disulfuro en el
dominio N-terminal (6). Descrita por primera vez por Keleman en 1958, sefialada
como una sustancia capaz de generar aumento de la produccion plaquetaria en
individuos con diagnostico de trombocitopenia. La TPO fue purificada ‘haSta 1994
mediante clonacion del retrovirus VMPL (leucemia mieloproliferativa murina), de

donde se extrajo el oncogén C-VMPL (32).

La TPO regula la produccién de megacariocitos y plaquetas, por activacion de la

transduccion de sefiales mediante el receptor MPL. Se ha reportado que, en modelos
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de ratones MPL knockout in vivo, existe una reduccion significativa en el nimero de
megacariocitos y plaquetas circulantes, asi como de células progenitoras comunes
(33).\La"sefalizacion por TPO promueve la internalizacion del receptor de TPO C-
MPL, formando el complejo receptor-ligando e iniciando la cascada de sefales que
involucran & las vias: JAK2, STAT3/STAT5, MAPK/ERK y PISK/AKT. De este modo,
TPO induce la'generacion de plaquetas (trombopoyesis) mediante la estimulacion de

megacariocitos a través de su receptor MPL (34).

PLAQUETAS

Las plaquetas son células pequenas (2-4um) anucleadas, que se encuentran libres
en el torrente sanguineo. Los niveles normales de plaquetas en un individuo adulto
sano son de entre 150,000 millones/a 450,000 millones por litro, con un promedio de
vida de 7 a 10 dias (35). Las plaguetas-tienen la capacidad de agregarse, reparar y
proteger de dafios a las paredes/de-los vasos sanguineos; estas células desempefan

un papel fundamental en la homeostasis, la‘integridad vascular y la respuesta inmune.

Por medio de andlisis transcriptomicos en murines, se ha demostrado que las
plaguetas son células heterogéneas respecto a Su~estructura y funcién; se ha
evidenciado que el proceso de liberacién de plaquetas-al torrente sanguineo no
sucede exclusivamente en la médula ésea, sino que también involucra un mecanismo
de migracién de los megacariocitos, los cuales se encargan de llegar al espacio

pulmonar, extender sus protoplaquetas y finalmente liberar las'plaquetas (36).

Las plaguetas contienen cuatro organelos: mitocondrias, granulos~alfa, granulos
densos y lisosomas. Existen dos vias de activacion, intrinseca y extrinseca, esta
Ultima se describe a continuacion; en presencia de colageno, trombina.o’ADP, se
genera una activacion plaguetaria en segundos, que induce la agregacion mediante
el factor de Von Willebrand. Posteriormente se genera el trombo por medio della
fibrina que recubre a las plaquetas; la trombina presentada generard que mas

plaquetas se adhieran; el factor allbB3 es un agente pro-agregante y las plaquetas
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secretoras propiciaran un microambiente adecuado para la agregacion y el

reclutamiento de mas plaquetas (36).

ActivaCidh de las plaquetas

En condiciones/fisioldgicas, la activacion de las plaquetas ocurre como respuesta al
dafio endotelial, ,en,cuanto ocurre exposicion de colageno y proteinas de la matriz
extracelular. La formacion de trombos se genera a partir de la respuesta plaguetaria
mediada por el rodamiento, la adherencia, esparcimiento, migracion, agregacion y
estabilizacion. Dentro de™la. activacion extrinseca, la primera interaccion ocurre
mediante diversos receptores de glicoproteinas; estos tienen como ligando a factores
de la matriz extracelular como proteoglicanos, laminina, fibronectina, y vitronectina,
algunas isoformas de colageno_(tipo I, Ill y IV, al cual se une el factor de Von
Willebrad). La glicoproteina Ib (GPlIby; receptor tipo proteina cinasa) se encuentra

Unicamente en plaquetas (30).

La liberacion de los factores contenidos en los granulos alfa y granulos densos que
se encuentran en las plaquetas amplifican la‘respuesta plaguetaria secundaria, para
asi dar paso a la reparacion tisular. Enfos-granulos-alfa plaguetarios estan contenidos
tanto factores antiangiogénicos como proangiogénieos, sin embargo, estos factores
seran liberados dependiendo del tipo de estimulo generado. La respuesta al estimulo
por medio de los megacariocitos puede ser positiva®o_de inhibicibn segun las
condiciones del nicho vascular. La liberacion de granulos’ densos influye en el
microambiente vascular, la liberacion de iones calcio y magnesio promueve la
activacion y agregacion plaquetaria; la liberacién de nucleétidos\ADP activa a las
plaguetas mediante los receptores de P2Y1 y P2Y12, promoviendo Ila
vasoconstriccion; mientras que la liberacion de granulos densos que contienen tspan-
29, tspan-30, tspan-24, tspan-9, tspan-32 para regular las interacciones de la
superficie celular, ya que contienen proteinas de membrana asociadas a lisosomas
(LAMP), lo cual genera la liberacion de neurotransmisores como serotonina,
epinefrina e histamina; dando lugar a la posibilidad de agregacion y activacion

plaquetaria inducida por ADP (37).
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Las plaquetas en reposo mantienen sus receptores en la membrana celular, mientras
gue los granulos alfa y granulos densos permanecen en su interior; estas plaquetas
mantienen una estructura ovoide. Por otro lado, las plaquetas activadas adquieren
una morfelogia distinta, extendiendo pseuddépodos, ademas de liberar los granulos

alfa y granulos densos para iniciar la cascada de agregacion plaquetaria [Figura 3].

Plaquetas y su as@€iacion con cancer

Las plaquetas estan implicadas en importantes procesos fisioldgicos durante la etapa
embrionaria como la angiogénesis, proliferacion e invasion celulares; sin embargo, si
estos procesos ocurren después de la embriogénesis, son considerados procesos
patolégicos. En el cancer la ‘@gtivacion y agregacion plaquetaria se encuentra
alterada, debido a que liberan el contenido de sus granulos alfa y granulos densos,
por su interaccién con células tumorales.sEsto ocurre posterior al contacto de células
tumorales con los factores de€ /coagulacién, derivados de plaquetas, produciendo
trombina (serina proteasa perten€ciente a la cascada de la coagulacion, cuya funcion
es la degradacion de fibrindgeno y.fibrina),”lascual promueve la adhesion de las
plaguetas a las células circulantes+ La, trombina y el tromboxano A2 (TXA2)
promueven la agregacion y activacion plaquetariasal interactiar con receptores
acoplados a proteina G que controlan el nivel de Ca%+intracelular (P2Y1 y P2Y12),

iniciando asi la cascada de sefalizacion de la agregacion (38).

Debido a que las plaquetas son consideradas repositorios de ARN (ARNm, miARN,
ARNCc, IncARN) se han propuesto las biopsias liquidas como método diagndstico y
prondstico de céncer, en busqueda de células circulantes, tumorales
(DNA/RNA/Proteinas de las células tumorales) y exosomas (39). Las exosomas son
vesiculas extracelulares de entre 30 a 150 nm de diametro con un reculdrimiento de
bicapa lipidica, que viajan desde el interior de la célula hacia el espacio extracelular y
participa en distintos procesos, e incluso en tumores con la interaccion-~del
microambiente tumoral. Estas vesiculas tienen capacidad de regulacion de diversos
procesos, tal como la modulacién metabdlica, vias de sefializacion, y a nivel tumoral
se encargan de generar un ambiente propicio para la supervivencia de las células

cancerigenas, desarrollando un microambiente tumoral complejo (40).
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La continua interaccion entre las células tumorales y las biomoléculas asociadas al
tumor_generan un tipo de alteracién a nivel del ARN plaquetario, por tanto, estas
reciben el _nombre de plaquetas educadas por tumor. Las plaquetas pueden
internalizar,el ARNm, asi como otras proteinas que pueden cambiar el procesamiento
general de 16s\VARNm induciendo variantes de splicing (corte y empalme) de pre-
ARNmMm, pre-miARN;entre otros, estimulando ademas la activacion plaquetaria, lo cual
generaria una firma especifica potencialmente diagndstica de cancer (41).

Las plaquetas contribiuyen,_a la supervivencia de células tumorales circulantes,
principalmente a través de la evasion del sistema inmune, debido a la adhesion de
plaquetas en las células tumorales, asi como formar un recubrimiento con agregados

de fibrina, que funge como un escudo fisico.

Otra forma de evasion del sistema inmune es mediante la transferencia de moléculas
del Complejo mayor de histocompatibilidad-clase | (CMH 1) de las plaquetas a las
células circulantes tumorales, y deseste mode“evitan ser detectadas por los linfocitos
NK (natural killer) (41).

Recientemente las plaquetas se han propuesto como_vehiculo terapéutico, a través
de contribuciones de la nanomedicina. Se propone que las plaquetas reciban in vitro
nanoparticulas cargadas con farmacos anticancerigenos, para funcionar como
camuflaje; posteriormente estas plaquetas con farmaco pueden ser administradas a
los individuos mediante inyeccion en sangre periférica con la finalidad de generar un
tratamiento dirigido hacia las células tumorales (favorecido por los mecanismos de las
plaquetas educadas por tumor) mediante CAPIR (Circulation, . Accumulation,

Penetration, Internalization, and Release) (42).
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ANTECEDENTES

MODELOS DE PLAQUETAS EDUCADAS POR TUMOR

Se han realizado diversos estudios en células de cancer expuestas a plaquetas,
demostrando.gque, estas ultimas sufren cambios derivados de esa interaccion(43). Los
resultados obtenidos de los modelos de plaguetas educadas por tumor demuestran
una interaccion directa.entre las células cancerigenas y las plaquetas, modificando su
morfologia, su estructurae incluso su patron de expresion génica, especificamente el
patron de microARN (44).

Estos modelos se realizan con plaquetas derivadas de donadores sanos, las cuales
se obtienen mediante flebotomia (proceso de exanguinacion) y se requiere la
colaboracion de donadores voluntaries, sanos (7). Este proceso dificulta la obtencion
de plaquetas, debido a que el rendimiento es muy bajo; ademas se asocia con un
incremento en el indice de variabilidad fenetipica proveniente de los donadores sanos,
otra limitante es que las plaquetas, de donadores sanos no pueden ser estudiadas
después de 7-10 dias de ser extraidas, debide a su tiempo de vida, ademas de la

dificultad que representa la extraccion‘de"megacariocitos (45).

PRODUCCION DE PLAQUETAS IN VITRO

La produccion in vitro de plaguetas y de particulas tipo plaguetas es un proceso
costoso y poco estandarizado, se ha experimentado con diversos materiales, lineas

celulares y células primarias derivadas de corddén umbilical.

En 2006, Takuya Matsunga y colaboradores hicieron uso de células.sprimarias
derivadas de cordon umbilical caracterizadas como CD34+ mediante diferenciacion
con trombopoyetina (TPO), obteniendo la generacién de particulas tipo plaquetas de
4 a 5 células por megacariocito diferenciado en 5 dias, con un rendimiento de ‘0.8
plaquetas cada 24 horas por megacariocito (MK) (46). Sin embargo, en 2014 Sou
Nakamura y colaboradores generaron plaguetas mediante diferenciacion de tres
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variantes de la linea celular imMKCLs en cultivo habitual, el resultado fue la obtencion
de 3-10 plaquetas por megacariocitos en 5 dias, con rendimiento neto de 0.6-2
plaquetas cada 24 horas por MK (47). Surya Kotha y colaboradores generaron en
2018 unsmadelo in vitro de trombopoyesis de microvasculatura directa en un
microambiente de médula 6sea 3D, en el cual diferenciaron MK de células primarias
derivadas de! corddon umbilical, ademas de inducirlas con TPO. El resultado de este
modelo fue un mayor numero de plaguetas funcionales (CD41+) producidas por
megacariocito, sin€mbargo, el costo de los materiales los hace poco accesibles. (48).
En 2019, Keiichi Tozawa y colaboradores, disefiaron un biorreactor con una linea
celular derivada de tejido adiposo mesenquimal mediante induccion por TPO, se
obtuvo una cuenta de 5-10 plagquetas por megacariocito en un periodo de 12 dias,
con rendimiento neto de 0.410.83 plaquetas cada 24 horas por MK (49).

Células MEG-01

En 1985 el cientifico Michinori Ogura obtuve y describié por primera vez la linea
celular MEG-01; se trata de células-inmortalizadas procedentes de un paciente
masculino de 60 afios, de origeh japonés,s con diagnéstico de leucemia
megacarioblastica. Estas células fueron extraidas en1983 mediante toma de muestra
heparinizada de médula ésea, la cual fue positiva para el cromosoma Philadelfia en
todos los cariotipos analizados. Cabe sefialar que la muestra fue obtenida posterior
al consentimiento del paciente, quien falleci6 en mayo.de 2018 tras una falla
hepatorrenal. Esta linea celular se caracteriza principalmente).por contener dos
fracciones, una adherente (diferenciada, megacariocitica) y una en suspensiéon (no

diferenciada, megacarioblastica) (50).

OTROS INDUCTORES DE TROMBOPOYESIS

Inhibidores de las histonas desacetilasas

Ademas de la trombopoyetina (TPO), se han descrito otros inductores de

trombopoyesis, tal como los inhibidores de las desacetilasas de histonas. En el afio
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2000 se demostro que los inhibidores de las desacetilasas de histonas juegan un
papel_importante en el tratamiento de diversas enfermedades, principalmente en
cancerypese a que se ha estudiado también en padecimientos inmunoldgicos y
cardiacos; debido a que estas inhiben la proliferacion y promueven la apoptosis
mediante elarresto de la fase G1 del ciclo celular, reduciendo las ciclinas y las cinasas

dependientes de ciclinas (51).

Actualmente existen_multiples terapias aprobadas con el uso de inhibidores de las
desacetilasas de histonas para el tratamiento de cancer de mama, prostata y ovario,
en donde se muestran ‘grandes avances respecto al empleo de farmacos nuevos o
como reposicionamiento farmacoldgico, lo que en perspectiva podria mejorar el
prondstico de los pacientes con.esta clase de tumores; hasta ahora algunos de los

farmacos probados son Vorinostaty Belinostat (52) (53).

Acido valproico

El &cido valproico (AVP) (acido 2-prapilpentaneico) es un acido carboxilico y acido
graso de cadena corta, que inicialmente, fue utilizado como anticonvulsivante en
epilepsia (54), usado también en el sindrome)de preeClampsia — eclampsia; asi como
en el trastorno de bipolaridad, y como farmaco profilactico para la migrafa. El
mecanismo de accion del AVP se basa en ser bloqueador de los canales ionicos
dependientes de voltaje de calcio, sodio y potasio (lo que provoca una reducciéon de
la frecuencia de impulso neuronal) (55), ademas de inhibir la transaminacion de acido
gama amino butirico (GABA) (56).

La estructura del AVP fue descubierta en 1886 y se define como acido graso de
cadena corta, inicialmente utilizado como solvente quimico y farmacéutico,’en 1963
se propone como farmaco anti epiléptico, sin embargo, en 1975 se realiza-el’primer

ensayo clinico controlado, patentado como tratamiento antiepiléptico en 1983 (57).

En 2001 fue descrito por primera vez como inhibidor de las desacetilasas de histonas
y hasta ahora ha sido probado en ensayos clinicos en fase | y Il de cdncer de mama

triple negativo, asi como en ensayos en cancer de pulmon (4).
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El AVP se ha asociado con vias de sefalizacion proapoptoéticas en células de
neureblastoma, tal es el caso de la via intrinseca de apoptosis (Bax, Bak, Bcl-2, Bim
y Mcl-1)_y las via de JAK/STAT (SOCS1, SOCS3, JAK1, JAK2, STAT3, STAT5A y
STAT5B). Por.lo tanto, la eficacia de este acido graso de cadena corta lo posiciona
como un buen candidato para la terapia oncoldgica (58). En otros estudios el AVP fue
propuesto como coadyuvante en quimioterapia del glioblastoma, con el fin de prevenir
los efectos anti epilépticos generados por este tumor (59).

Hasta ahora no se ha“descrito el mecanismo de accion del AVP para inducir la
diferenciacion y produccion plaguetaria; sin embargo, hay dos hipétesis al respecto:
La primera involucra al gen implicado en la migracion celular MYH10, que al unirse a
las HDAC1 y HDAC3 perpetiala‘entrada a la fase S del ciclo celular.La segunda
hipotesis propone que el efecto deTVPA como inhibidor de las desacetilasas de
histonas puede estar relacionado a la-actividad del gen NOTCH4, favoreciendo la
megacariopoyesis, por acetilacién_de proteinas del citoesqueleto como a-tubulin y

cortactina (34).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los modelos de plaquetas educadas por tumor muestran el comportamiento de las
plaquetas.expuestas a células tumorales, ademas de que nos permiten estudiar los
mecanismos _moleculares y la interaccidon celular que ocurre en el desarrollo del
cancer, para establecer diagnosticos y prondsticos certeros con la implementacion de
tratamientos dirigidost Actualmente estos estudios se realizan con plaguetas de
donadores sanos obtenidas mediante flebotomia; sin embargo, este es un proceso
invasivo y costoso queynhecesita la participacion de personal capacitado para su
realizacion. Por otro lado,.eS necesario un amplio nimero de donadores sanos para
cada ensayo, lo cual conllevarasotra desventaja, la variabilidad fenotipica, debido a la

diferencia entre donadores.

Se ha propuesto que una de las\. alternativas para disminuir estds desventajas
(cantidad de plaquetas y variabilidad fenotipica) de las plaquetas obtenidas de
donadores sanos, es generar plaguetas in/vitro, mediante otros métodos. Algunos
trabajos han propuesto el uso de biorreactores,modelos 3D para mimetizar la funcién
de la médula ésea o mediante xenoinjertes. No'obstante, la mayoria de estos modelos
de produccion de plaquetas se realizan ¢on células-6btenidas de cordén umbilical, por
lo que se mantiene la variabilidad fenotipiea; son pratocolos poco accesibles debido
a los costos elevados de los recursos materiales, que” cuentan con un rendimiento

plaquetario insuficiente.

Por ello, en este trabajo se propone la produccién de plaquetassderivadas de la linea
celular MEG-01 inducidas por TPO y VPA como un modelo in vitro“estandarizado que
podra ser til para el estudio de plaquetas educadas por tumor, cof la_finalidad de
encontrar alternativas en la obtencion de plaquetas, eliminando ademas fa variabilidad

fenotipica y mejorando el rendimiento de plaguetas.
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JUSTIFICACION

Desarrollar modelos in vitro para la obtencion de plaguetas que puedan ser utilizadas
en el estudio de plaguetas educadas por tumores, sentard las bases para la
generacion de-proyectos de investigacion que describan los mecanismos celulares y
moleculares invelucrados en la interaccidn entre las plaquetas y las células tumorales.
Con este modelo.se pretende mejorar el rendimiento en el nimero total de plaquetas
funcionales mediante lasinduccion con trombopoyetina y acido valproico, generando
asi un modelo estandarizado; ademas, de reducir con ello la variabilidad fenotipica de
las plaquetas para su utilidad en el estudio de plaguetas educadas por tumor. Este
proyecto favorecera la genefacion de protocolos de investigacion y trabajos de ciencia
basica en modelos de plaquetas educadas por tumor, ademas de abrir la posibilidad
a nuevas lineas de investigacionsQue antes estaban limitadas por la falta de un
buenmétodo de obtencién de plaquetas, la temporalidad del estudio o la variabilidad
fenotipica. De la misma manera, permitira abordar nuevos horizontes cientificos
basados en la produccién in vitro'de plaquetas y el estudio de estas células mediante
produccion plaquetaria continua‘.cen un menor costo, mediante el uso de los

inductores trombopoyetina y acido valpreico.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar un método in vitro para la produccion de plaquetas funcionales, a partir de

la linea celular MEG-01 mediante induccion con trombopoyetina y acido valproico

Objetivos especificos

e Determinar el numero~de particulas tipo plaquetas generadas por cada
megacariocito en 3 ¢ condiciones experimentales: cultivo celular
convencional, induccion™ " "con Acido Valproico, induccion  con

Trombopoyetina.

e Evaluar la funcionalidad ¥ el/uso desdasgparticulas tipo plaquetas derivadas

de la linea celular MEG-01, como modelo de plaquetas educadas por tumor.
e Determinar la induccién de troncalidad en la linea celular BXPC-3 después

de la interaccion conplaquetas derivadas de_donador sano y plaquetas
derivadas de MEG-01.
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HIPOTESIS

La produecion de plaquetas funcionales en la linea celular MEG-01 inducida por Acido
Valproico y’ _Trombopoyetina incrementara el rendimiento y reducira la variabilidad

fenotipica, lo\cual permitira la creacion de un modelo estandarizado para el estudio

de plaquetas educadas por tumor.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivercelular de mantenimiento

Se utilizé lalinea celular MEG-01 (ATCC, CRL-2021), megacarioblastos de origen
humano derivades de paciente con Leucemia Mieloide Crénica (LMC), la cual se
mantuvo en medio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) (ThermoFisher, cat#
12633012); suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) (SIGMA-ALDRICH; St . Lois,
MO, USA) al 10 %; en’incubadora a 37 °C, con CO2 del 5 %; se realizaron cambios
de medio cada 72 a 96 horas.

Se utilizo la linea celular BXPC-3 (ATCC, CRL-1687), células epiteliales de origen
humano derivadas de pacientes€Con-adenocarcinoma pancreético, la cual se mantuvo
con medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium F-12 (DMEM/F12) (ATCC) adicionado
con L-Glutamina; suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) (SIGMA-ALDRICH; St.
Louis, MO, USA) al 10 %; en ingubadora a 37 °C, con CO:2 del 5 %; se realizaron

cambios de medio cada 72 a 96-horas.

Induccion de produccién de plaquetas in vitro

Se conformaron 3 condiciones experimentales: MEG-01 control, MEG-01 VPA, MEG-
01 TPO. Para cada condiciéon se sembraron 5 x 10° células.por pozo, en cajas de 6
pozos con area de superficie de 9.5 cm?, bajo las siguientes‘condiciones:
e Grupo Control MEG-01: 2 mL de medio RPMI sin suero fetalbovino.
e Grupo MEG-01 AVP: 2 mL de medio RPMI sin suero fetal bovino'mas 4 mM de
Acido Valproico (VPA) (Sigma-Aldrich, cat# P4543).
e Grupo MEG-01 TPO: 2 mL de medio RPMI mas 200 ng de Trombopoyetina
(TPO) (Sigma-Aldrich, cat# SRP3178).
Posterior a las 72 h de incubacién, el sobrenadante fue colectado para el conteo de
particulas tipo plaquetas y un nuevo pulso de AVP o TPO fue agregado, hasta
completar tres pulsos (72h, 144h, 216h).
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Aislamiento y conteo de particulas tipo plaquetas

Una Vezetranscurrido el tiempo de tratamiento (tres pulsos), las cajas de 6 pozos
fueron “retiradas de la incubadora. ElI sobrenadante conteniendo los
promegacarioblastos, megacariocitos y particulas tipo plaquetas fue colectado en
tubos conicos ‘estériles de 50 mL, se lavaron los pozos en dos ocasiones con
amortiguador HEPS (140mM NaCl, 2.7mM KCI, 3.8mM HEPES, 5mM EGTA).
Posteriormente, para‘separar las particulas tipo plaquetas, se centrifug6 el
sobrenadante a 100 x“g)durante 3 minutos a temperatura ambiente. Después, el
sobrenadante fue transferido a otro tubo cénico estéril y centrifugado a 1000 x ¢
durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtener un botdén celular
correspondiente a las particulas‘tipo.plaquetas que posteriormente se resuspendio en
HEPS.

Para el conteo de las particulas tipo(plaquetas se realizd una dilucion 1:20, la cual se
tifid con colorante Azul de Cresilio Brillante al 10 % (Sigma-Aldrich, B5388), luego se
incubo a temperatura ambiente/durante 10,minutos. Finalmente, se realiz6 el conteo
de particulas tipo plaquetas en{ eamara de.Neubauer. Este procedimiento fue
realizado posterior a cada pulso de induceion en las.tres condiciones experimentales
(72h, 144h, 216h).

Ensayo de formacion de trombo de plaquetas derivadas de MEG-01

Para evaluar la funcién y capacidad de agregacion de las particulas.tipo plaquetas se
realizo ensayo de formacion de coagulo. Se aislaron las particulas tipoplaquetas por
condicion (control y tratamientos) y las plaquetas obtenidas de donador_(control del
experimento) por el método previamente descrito. Se colectaron en tuboes conicos
estériles de 15 mL y resuspendieron en 6 mL de PBS.

Para definir la concentracion ideal de CaClz para la formacion del coagulo, se realizo
una curva de concentracion de CacClz, las concentraciones utilizadas fueron: 10.mM,
25 mM, 50 mM, 75 mM y 100 mM. De cada condicion fue transferido 1 mlL~a
microtubos de 1.5 mL con cada una de las concentraciones de CaCl: antes

mencionadas, cada muestra fue incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente
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y se evalud la formacion del coagulo. La concentracion 6ptima de agregacion en las

muestras control y tratamiento fue a 50 mM.

Ensayos.de caracterizacion de plaguetas CD41+ por citometria de flujo

Se caracterizaron las particulas tipo plaquetas CD41+ mediante citometria de flujo,
marcando estas Células por reacciéon antigeno-anticuerpo. Se sembraron 2.5 x 10°
células MEG-01 en cajas de 6 pozos, por cada condicién experimental: grupo control,
grupo TPO y grupo VRA:\Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, las cajas de
6 pozos se retiraron de incubacion, el sobrenadante fue colectado en tubos conicos
estériles de 15 mL y se,realizaron 2 lavados con HEPS, posteriormente se
centrifugaron a 1000 x g por 10.minutos a temperatura ambiente para formar un botén
celular. Para caracterizar CD41 en'muestras de donador sano, se obtuvo una muestra
de sangre total en tubo con citrato de'sodio mediante flebotomia. Se separ6 el plasma
rico en plaquetas (PRP) por centrifuga€ién a 100 x g durante 15 minutos a temperatura
ambiente, del cual se extrajo Municament€ Jda fraccion plaquetaria (sobrenadante)
mediante centrifugacion del PRR™a) 1000 X g, durante 10 minutos a temperatura
ambiente formando un boton celular:Cadabotdn celular (Control donador sano, MEG-
01 Control, MEG-01 TPO, MEG-01 VPA) se resuspendié en 500 uL de HEPS con
adicion del anticuerpo primario de congjo’ anti- Cb4l (abcam ab134131) a una
concentracion de 1:100, incubando durante 40 minutos a 4 °C. Posteriormente se
realizaron 2 lavados con HEPS, formando nuevamente un’boton celular, el cual se
resuspendioé en 500 uL uL de HEPS con adicion del anticuerpo secundario de cabra
anti-conejo acoplado a Alexa Fluor 488 (abcam ab150077) a‘upa_concentracion de
1:200, incubando a 4 °C durante 40 minutos en oscuridad.Pasado.el tiempo se
realizaron dos lavados, se resuspendieron en 500 uL de HEPS y sé colocaron en

tubos para citometria.

Para el control de donador sano sin marcar se realiz6 la extraccion de la muestray la
separacion de componentes mediante centrifugacion, sin embargo, no se adicion6
ningun anticuerpo. Para evaluar la especificidad del anticuerpo, se realizé un control
de isotipo de donador sano, para el cual se obtuvo la muestra de plaquetas mediante

centrifugacion. Una vez obtenido el boton celular se agrego unicamente el anticuerpo
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secundario. Las muestras utilizadas en el ensayo quedaron de la siguiente manera:
Control donador sano sin marcar, Control Isotipo, Control donador sano marcado,
MEG-:042 Control, MEG-01 TPO, MEG-01 VPA. El andlisis se realiz6 por citbmetro de
flujo (BD#FACS Canto Il), con plantilla para caracterizacion plaquetaria.

Ensayo de co-*cultivo para modelo de Plaguetas Educadas por Tumor (PET)

Para realizar los ensayesyde co-cultivo celular para el modelo de plaguetas educadas
por tumor; se sembraron 5 x)10° células BxPC-3 (ATCC BxPC-3, cancer de pancreas),
en cajas de 6 pozos, en las condiciones de mantenimiento previamente descritas.
Posterior a 24 horas, se co-cultivaron en medio DMEM con plaquetas derivadas de
MEG-01, calculadas a una proprcion de 100 plaquetas por cada célula BxPC-3.
Posterior a 72 horas de co-cultivo seiSepararon ambos grupos celulares y se extrajo
RNA de las células BxPC-3, para determinar la interaccién entre ambos grupos
celulares. Se aisl6 ARN mediante.método~tle metanol-cloroformo (Invitrogen, cat#
15596026) de acuerdo con las indicaciones del fabricante, aumentando el tiempo de
precipitacion en isopropanol (24h a=20°C).

La concentracion y calidad de las muestras fueron. determinadas en un Nanodrop
(ThermoFisherScientific). Se realiz6 la sintesis de eéDNA con el kit RT-PCRMaxima
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (ThermokFisherScientific, cat# K1641)
segun las indicaciones del fabricante. Las qPCR se realizaron con Master Mix Sybr
Select (cat# 4472908), ThermoFisherScientific), analizadas en‘'un equipo QuantStudio
7 (cat# 4485701, ThermoFisherScientific), la tasa de cambio entre el'gen de referencia
y el gen de interés fue calculada por el método AACT.

Los genes evaluados fueron NANOG, SOX-2 y OCT-4, que son _indicadores de

troncalidad celular.

Cuantificacion de megacariocitos maduros

Para cuantificar el niUmero de megacariocitos maduros (adheridos), se sembraron 1.5

X 10° células MEG-01 por pozo en cajas de 6 pozos, tratados como se describid
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previamente. Posterior al tratamiento, las células fueron retiradas del incubador, el
sobrepadante se descartd y los megacariocitos maduros se fijaron afiadiendo 500 uL
de paraformaldehido al 4 % en cada pozo y se incubdé durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Posterior a la fijacién, cada pozo se lavdé con HEPS en dos
ocasiones./Una vez lavados los pozos, se agregd 500 uL de cristal violeta 0.5 % por
pozo (10 minutes a temperatura ambiente). A continuacion, se realizaron 2 lavados
con HEPS, consecutivamente se destifieron con acido acético al 33 % con agitacion
leve (10 minutos a‘temperatura ambiente). Posterior a la incubacion con acido acético

se leyé la absorbancia-en,un lector de placas a 595nm.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd” a través de la plataforma GraphPad Prism 9
(GrapfPad Software, San Diego, CA{fUSA), mediante pruebas paramétricas, analisis
ANOVA de dos vias. Cada analisis se=realizé con triplicado biolégico y duplicado

técnico.
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RESULTADOS

Cuantificaciéon de particulas tipo plaquetas por condicion

Se cuantifieé”el numero de particulas tipo plaquetas (PTP) producidas por los
megacariocitos_en la condicion de control y las diferentes condiciones utilizadas:
induccion con Acido Valproico (AVP) e induccién con Trombopoyetina (TPO), se
realizaron en 3 pulses de (72h, 144h, 216h) [Figura 4].

PARTICULAS TIPO PLAQUETAS

3%107

2x107 =

PULSOS DE INDUCCION

NUMERO DE PARTICULAS TIPO PLAQUETAS

Figura 4. Numero de particulas tipo plaquetas obtenidas después”de cada pulso
de inductor. Particulas tipo plaquetas provenientes de megacariocitos-derivados de
MEG-01. 72h: Primer pulso, 144h: Segundo pulso, 216h: Tercer pulSos Total:
Sumatoria de PTP producidas posterior a los tres pulsos de inductor (216h). Posterior
a cada pulso de induccion (1ro, 72h; 2do, 144h; 3ro, 216h), se cuantific6 mediante

camara de Neubauer. (**** p<0.0001; *** p<0.001; ns: valor no significativo)
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En el primer pulso de induccion hay un incremento importante de produccion de PTP
en ambas condiciones de tratamiento (AVP y TPO) respecto al control; luego, a las
144 horas observamos un incremento en la produccién de PTP en las tres condiciones
tratamiento, no obstante, la mayor produccién de PTP fue inducida por TPO respecto
al contro. Al'finalizar el tercer pulso a las 216 horas, la produccion de PTP disminuyé
considerablemente con respecto al pulso a las 144 horas en todas las condiciones,
sin embargo, se mantuvo una diferencia significativa en la produccion de PTP con el
estimulo de TPO respecto al control. En condicion AVP, posterior al tercer pulso
(144h), existe decremento significativo de produccién de PTP con respecto al Control
(72h).

Cuantificacién de particulas tipe'plaquetas por cada megacariocito sembrado

Se cuantifico la cantidad promediotde® PTP producidas por cada megacariocito
sembrado, en condicion TPO hdbesincremento de la produccién de PTP en los tres
pulsos de induccidn, en el primer pulso el rendimiento fue de 216 % con respecto al
Control (46 PTP), en el segundo pulso-de.indugcion su rendimiento fue de 153 % (76
PTP) con respecto a la misma condicion‘en el primerpulso y 139 % con respecto a la
condicién control en el segundo pulso; manteniendo-una tendencia a la baja en el

tercer pulso de las 3 condiciones [Figura 5].

Pulso de inductor
ler Pulso (72h) 2do Pulso (144h) “#3er Pulso (216h)
PTP (%) PTP (%) PTP (%)
Control 21.33 (100%) 54.55 (100%) 28.66 (100%)
*kkk *kkk ns
TPO 46.99 (220.30%) 76.22 (139.72%) 46.55 (162.42%)
AVP 38.99 (182.79) 43.00 (78.82%) 16.10 (56.52%)
*k%k *kkk ns
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Figura» 5. Promedio de particulas tipo plaquetas producidas por cada
megacariocito sembrado. Cuantificacién posterior a cada pulso de induccion (1ro,
72h; 2dos 144h; 3ro 216h), cantidad ajustada a cada megacariocito sembrado
proveniente’de MEG-01. (**** p<0.0001; *** p<0.001; ns: valor no significativo)

En condicion AVP{el primer pulso tuvo rendimiento del 182 % (39 PTP) con respecto
al Control, el segundo (43 PTP) y tercer pulso (16 PTP) no fueron significativos
respecto al control. Sin.embargo, en el grupo TPO hubo una tendencia a la alza con

respecto al Control en log™tres pulsos de induccion.

Megacariocitos maduros por condicién

Se cuantificéd la proporcion de mega€ariocitos maduros obtenidos bajo cada pulso
bajo cada condicion, se encentré una<mayor proporcion de diferenciacion en
tratamiento con Trombopoyetina\ posterier al primer pulso. Se mantuvo un
comportamiento similar de diferenciacion en elgrimero y segundo pulso, no obstante,
después del tercer pulso, la proporcion de células: diferenciadas fue similar entre

ambos tratamientos. [Figura 6, demostrativo, muestra-insuficiente (n=2)].

MEGACARIOCITO POR POZO
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Figura»6. Cuantificacion de megacariocitos maduros. V: AVP, T: TPO.
Cuantificacion de megacariocitos en cada pozo, posterior a cada pulso de induccion
(1ro, 72hi#2do, 144h; 3ro, 216h), mediante medicién de absorbancia (UA: Unidades

Arbitrarias),

Caracterizacion de células CD41+ mediante citometria de flujo

Se caracterizaron las'células CD41+, previamente se ajusto la condicicion de tamafio
y granularidad, como control.del experimento se utilizaron plaquetas de donador sano.
En la condicion MEG-01 control, el 60 % de las PTP fueron CD41+; en condicion TPO,
el 63 % de estas PTP fueron'CbB41+, mientras que en la condicién VPA, el 80 % de
las PTP fueron CD41+, conservando granularidad y tamafio similar a las plaquetas
Control. [Figura 7].
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Figura 7. Caracterizacion de plaguetas CD41+ mediante citometriasde flujo.

Posterior al tercer pulso de induccién, se marcaron las plaguetas obtenidas y se
realizd el marcaje de CD41 con AlexaFluor488. Panel a): Donador “sin’ marcar,
fluorescencia basal. Panel b): plaguetas de donador marcadas con anti-CD41"(99.34
% plaquetas positivas). Panel c): plaquetas derivadas de MEG-01 (contrel~de
estimulo) marcadas con anti-CD41 (60.71 % particulas tipo plaquetas positivas).
Panel d): plaguetas derivadas de MEG-01 tratadas con TPO marcadas con anti-CD41

(63.55 % particulas tipo plaquetas positivas). Panel e): plaquetas derivadas de MEG-
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01 tratadas con VPA marcadas con anti-CD41 (80.68 % particulas tipo plaquetas

posi@.

Prueb@)eagregacic’)n de particulas tipo plaquetas

Con la fin%ﬂd de evaluar la funcionalidad de las PTP, estas fieron tratadas con
cloruro de ca@ 50 mM. El resultado de esta prueba evidencid, en el control y los
tratamientos, la @g@cién de las particulas tipo plaquetas, con mayor densidad en
las condiciones tra( iento respecto al control, sin embargo, en los tres casos hubo
agregacion. Por tan? demuestra que las particulas tipo plaquetas son plaquetas

funcionales con capaci @ activarse y agregarse [Figura 8].

Figura 8. Pruebas de agregacién mediante CaClz. Se realizaron pr de
formacion de trombo mediante agregacion de Cloruro de calcio [50mM]. A) Plaq@\as
obtenidas DONADOR,; B) Plaquetas aisladas de MEG-01 CONTROL; C) Plaqu@
aisladas de MEG-01 posterior a induccién con AVP; D) Plaquetas aisladas de MEG-

01 posterior a induccion con TPO.
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Tasa de cambio

Andlisis de troncalidad de células de cancer de pancreas entrenadas por

plaquetas

Se realizaron andlisis de genes de troncalidad para establecer el modelo de plaquetas
educadas portumor. En el caso de la linea celular de pancreas (BxPC-3) en cocultivo
con las plaquetas.derivadas de donador, hubo un incremento en la tasa de cambio de
la expresion génica (SOX2, NANOG, OCT4). En el caso de la linea celular de
pancreas (BxPC-3) n, cocultivo con las plaquetas derivadas de MEG-01 hubo un
incremento en la expresion de los genes de troncalidad, comportamiento similar al
gue sucedié con plaquetassderivadas de donador. Sin embargo, al comparar los
resultados de la exposicion a las plaguetas de donador versus exposicion a las
plaquetas de MEG-01, no ‘existi6 cambios en el patron de expresion, ni hubo
significancia estadistica al analizarles. Demostrando que las plaquetas de MEG-01
pueden ser usadas en un modela de plaquetas educadas por tumor al ser

indistinguibles con respecto a las.plaquéetas de donador [Figura 9].
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Figura9. Genes de troncalidad. Células BxPC-3 expuestas a plaquetas. Panel a):
células de‘cancer en cocultivo con plaquetas de donador, control (C) versus plaquetas
educadas por.tumor (PET). Panel b): células de cancer en cocultivo con plaquetas
derivadas dellinea celular MEG-01, Control (C) versus plaquetas educadas por tumor
(PET). Panel c); Comparacion entre células expuestas a plaquetas derivadas de
donador (D) versus’plaguetas derivadas de MEG-01 (M). (** = p<0.005; ns = valor no

significativo)
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DISCUSION

Las plaguetas son células fundamentales a nivel inmunoldgico y hemostatico, y su
estudio representa un area de oportunidad en la investigacion basica, principalmente
por su asociacién con el cancer, tal es el caso de las plaguetas educadas por tumor.
Sin embargo, da. obtencién de plaquetas derivadas de donadores sanos es
complicada; pese’ a,ser un proceso poco invasivo, presenta riesgos y requiere
personal calificado para’la toma de muestra por flebotomia. Por otra parte, puede
presentarse variabilidadyfenotipica, generando dificultades en la estandarizacion de
las técnicas y generande.sesgos en su estudio; por tanto, este trabajo aborda la
busqueda de alternativas viables para la produccion de plaguetas in vitro (derivadas
de la linea celular MEG-01) producidas por medio de inductores con un método

estandarizado.

Hasta ahora, la produccion desplaquetas en modelos in vitro posee limitaciones
metodolégicas debido al uso de_materiales complejos y costosos, ademas de la
obtencién de un nimero limitado devparticulas-tipo plaquetas (PTP) en comparacion
con métodos convencionales de obteneién de plaguetas (flebotomia). Matsunga y
colaboradores reportaron trombopoyesis® in vitre” en células CD34+ de cordon
umbilical, inducidas por TPO con rendimiento de 45 PTP por cada megacariocito
(MK) en 5 dias; posteriormente, Yukako Ono “y _.colaboradores indujeron
trombopoyesis mediante fibroblastos p45NF-E2/Maf “en~ un modelo murino,
obteniendo 5-10 plaquetas por MK en 3 horas (60); Sou Nakamura y colaboradores,
tras ensayos de con hueso xenogénico porcino ex vivo, reportaren un rendimiento
neto de 0.6-2 plaquetas cada 24 horas por cada MK (47), sin embargo, este

experimento implica costos elevados para produccion minima de plaquetas (61).

Como innovacién técnica, Fujiyama y colaboradores indujeron trombopoyesis con
xenoinjerto a médula 6sea de porcino in vivo, obteniendo 2-5 plaquetas por MK'en 3
horas; esta técnica implica recursos humanos y personal especializado, ademas de
materiales costosos, lo cual dificulta el proceso de produccion. Otro método complejo
fue propuesto por Yukitaka Ito y colaboradores, reportando una produccion cercana a
70 plaquetas por MK con uso de un biorreactor con movimiento de 300 mm/s, sin
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embargo, estas plaquetas corren riesgo de activacion por turbulencia y de este modo
el rendimiento de las plaquetas por MK no es efectivo (62), ademas de no ser viable
debido~al alto costo que representan los recursos materiales necesarios para su
produccion .y mantenimiento, siendo asi una herramienta poco factible para la
produccion/de. plaquetas in vitro. En contraste con los antecedentes de produccion
plaquetaria in_vitro, los resultados de este proyecto muestran una induccion efectiva
mediante TPO y VPA, con un método de induccion por pulsos (72h, 144h, 216h).
Ambos inductores”fueron capaces de generar PTP, con el AVP se obtuvo un
rendimiento similar en_ekprimer y segundo pulso, mientras que en el segundo pulso
de induccién con TPO se/btuvo un mayor rendimiento de PTP con respecto al control
de MEG-01, siendo este ultimo*el mejor candidato para induccién de trombopoyesis

in vitro, con un rendimiento dé hasta el 200% con respecto al control.

Debido a las diferencias de rendimiente entre los métodos previamente descritos y el
propuesto actualmente, los resultados-de este proyecto representan una alternativa
accesible, sin necesitar de un procedimiente-invasivo y con bajo costo de produccién,
ademas de no requerir de algun ‘equipo especializado para los procesos quirdrgicos,
ni el empleo de especimenes para enAsayos invivo, en el caso de TPO se obtuvo un
rendimiento de hasta 80 PTP por MK, dando come‘resultado mas de 26 PTP por MK
sembrado, cada 24 horas durante 3 diaS. Por otre”lado, en condicion VPA hubo
rendimiento de >40 PTP por MK, lo cual representa méas de 13 PTP por MK sembrado

cada 24 horas durante 3 dias.

Aunado a la produccion de PTP, los megacariocitos inducidosscon AVP o TPO
mantienen un comportamiento similar a lo largo de los pulsos definduccion; posterior
al primer pulso de induccion se presentdé un mayor nimero de MK maduros, mientras
gue posterior al segundo pulso de inductor se encontré decremento minimo en AVP
y TPO; al transcurrir el tercer pulso de inductor, la proporcion de MK_.maduros
disminuy6 abruptamente, lo cual corresponde al agotamiento por produccion-de PTP

(endomitosis).

Para demostrar la funcionalidad de estas PTP, se han realizado pruebas de
agregacion, mientras que para su caracterizacion se realiz0 reconocimiento de

antigenos de superficie (CD41+). En 2018 Kotha y colaboradores desarrollaron un
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modelo de microambiente de médula 6sea para trombopoyesis in vitro con células de
cordénrumbilical inducidas por TPO, como resultado de este modelo se obtuvieron
PTP\.CD41+, similares a las plaquetas. En los resultados presentados en este
proyecto.se demuestra que las PTP obtenidas mantienen la expresion de CD41,
similar a las _plaquetas obtenidas de un donador sano; en condiciones de MEG-01
control y tratamiento con TPO se obtuvo como resultado alrededor del 60% PTP
CD41+; mientras que en condicion tratamiento con AVP se obtuvo 80% de PTP que
fueron CD41+, siende.esta ultima la induccion més efectiva, lo cual demuestra que
pese a que existe menorproduccion de PTP en condicion AVP, hasta el 80% de estas
PTP son plaquetas. Aunado.a este resultado, se realizaron pruebas funcionales de
coagulo, evidenciando que las’PTP tienen la capacidad de activacion y agregacion
similar a las plaquetas controles+(donador sano, MEG-01). Las plaquetas derivadas
de la linea celular MEG-01 poseen marcadores de superficies propios de plaquetas,
asi como funciones caracteristicas de, estas células, lo cual abre la posibilidad de

generalizar su produccion y ademas ser-isadas en ensayos experimentales.

La falta de un método estandarizadode produccion de plaquetas permite proponer la
aplicacion y el uso de las plaquetas derivadas de la linea celular MEG-01 al ser areas
poco exploradas, ademas de que Diaz-Blancas y.eolaboradores han sugerido que el
comportamiento de las plaquetas derivadas de .MEG-01 es simil a plaquetas
derivadas de donador sano (7). Partiendo de ello,=Se: establecio un modelo de
plaquetas educadas por tumor; de este modo, se realizaron pruebas para analizar la
expresion de genes asociados a troncalidad (NANOG,~.SOX2, OCT4), y como
resultado encontramos un patron reportado previamente, (Caracterizado por un
incremento en la expresion génica troncal de las células de ‘\e¢ancer utilizando
plaquetas aisladas de donador sano obtenidas mediante flebotomia.»Sin embargo,
con este modelo se demuestra la capacidad de las plaquetas obtenidas)de la linea
celular MEG-01, para incitar la misma respuesta de genes de troncalidad en las
células de cancer de pancreas. Asimismo, al analizar los resultados de preporcion
troncal en células BXPC-3 posterior a la exposicion con plaguetas derivadas™de
donador sano y plaquetas derivadas de la linea celular MEG-01, presentaron el mismo
patron, ademas de no existir diferencias significativas entre ellas, abriendo caminoa

la propuesta de la utilizacion de plaquetas derivadas de MEG-01 para estandarizar
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los procesos de obtencion de plaquetas y de esta manera eliminar la variabilidad
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CONCLUSION

Este proyecto cumple con el objetivo planteado, el cual se basa en crear una
estrategiasde produccion de plaquetas in vitro para implementar un modelo de
plaquetas edueadas por tumor. Mediante los inductores de trombopoyesis probados
en este proyecto(AVP y TPO) se ha demostrado un incremento en la produccion de
plaquetas funcionales*derivadas de MEG-01, con caracteristicas semenjantes a las
obtenidas de muestras de donador. Esto permitié desarrollar un modelo de plaquetas
educadas por tumor ‘que podrian ser Utiles para el estudio de los mecanismos
moleculares, interacciones/celulares y la respuesta de las células tumorales a la
exposicidn con plaquetas;teliminando la variabilidad fenotipica y las limitantes
metodoldgicas al extraer plaguetas-de un donador sano. Este modelo es asequible
dado que los recursos materiales; hdmanos y consumibles son pocos en comparacion

con otros modelos de produccion in‘vitra de plaquetas.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

-Entrenamiento de lineas celulares de otros tipos de cancer (mama, higado, cérvix)
con plaquetas derivadas de la linea celular MEG-01 inducidas mediante AVP y TPO

para ampliar la-utilidad del modelo de plaquetas educadas por tumor.

-Induccidén de exesomas en las plaguetas derivadas de la linea celular MEG-01 para

su empleo en el cierre de heridas de modelos in vivo

-Secuenciacion y caracterizacion de microARN de los exosomas de plaquetas

derivadas de la linea celulattMEG-01
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GLOSARIO

ANGIOGENESIS: Formacién de vasos sanguineos nuevos a partir de vasos
sanguinegs preexistentes

BLANCO TERAPEUTICO: Sitio de accion del tratamiento

CANCER: Entidad etiopatogénica compleja, proceso maligno de proliferacion celular
anormal

CELULA TRONCAL: J@¢élula capaz de dividirse indefinidamente y que posee la
capacidad de dar origénia distintos linajes celulares

DESDIFERENCIACION: . Jnvolucion del fenotipo celular a un estado anterior
indiferenciado

EPIGENETICA: Estudio de las’medificaciones genéticas que afectan la expresion o
represion génica sin modificar la secuencia de DNA

EXOSOMAS: Vesiculas extracelulares, liberadas por células eucariotas, pueden
contener material genético

HEMATOPOYESIS: Proceso de-diferenciacion de las células sanguineas

LINEA CELULAR: Poblacion celularmutada, las cuales proliferan indefinidamente
MESENQUIMA: Porcion organica funcional, tejideprimitivo mesodérmico
MICROBIOMA: Microorganismos coma_virus, hongos y bacterias presentes en un
entorno especifico

NEOPLASIA: Crecimiento celular anormal y descontrolado, pueden ser benignas o
malignas

POLIPLOIDIA: Mas de un par de copias de juegos de cromosomas

PRONOSTICO: Probabilidad de recuperacion, recaida o ‘stbsecuencia de la
enfermedad

PRUEBAS CLINICAS: Estudios clinicos en fase experimental con setes_humanos
SOBREVIDA: Probabilidad de sobrevivir hasta un determinado tiempo posterior a la
enfermedad

TRANSDIFERENCIACION: Metaplasia o el cambio morfolégico a nivel tisular debido
al cambio de un fenotipo celular a otro

VASCULOGENESIS: Formacion de vasos sanguineos partiendo de célutas

progenitoras
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