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RESUMEN 

 

El cáncer es una entidad etiopatogénica compleja en la que diversos procesos de 

daño celular se conjuntan, ocurre por un crecimiento anormal y acelerado de un tipo 

celular en el individuo. Este crecimiento acelerado puede ser producto de mutaciones, 

inestabilidad cromosómica y diversos factores que contribuyen al daño celular, pero 

aún hay muchas preguntas sobre los mecanismos implicados, es por ello que nace la 

necesidad de crear nuevos modelos de estudio que nos permitan  conocer los 

mecanismos celulares y moleculares implicados en el desarrollo del cáncer y de este 

modo generar mejores diagnósticos, pronósticos y tratamientos basados en medicina 

de precisión. 

 

En este trabajo se aborda principalmente el papel de las plaquetas, células pequeñas 

y anucleadas pero fundamentales para el desarrollo de la migración y metástasis en 

estadios avanzados del cáncer. Hasta ahora se conoce que las plaquetas educadas 

por tumor protegen a las células tumorales de ser reconocidas por las células 

inmunológicas, formando un cúmulo de células que viaja por el torrente sanguíneo. 

La interacción entre las plaquetas y las células tumorales aumentan la proporción de 

células troncales en el tumor primario, aportando así características de malignidad 

mediante su dediferenciación. 

 

Hasta ahora los protocolos de estudio de plaquetas educadas por tumor se realizan 

con muestras de donadores, sin embargo, debido al método de obtención de las 

plaquetas (flebotomía), a la cantidad de células colectadas, y a la variabilidad 

fenotípica entre donadores (diferenciales en patrones de expresión), resulta difícil la 

disponibilidad de las muestras para generar resultados fiables y reproducibles. 

  

En este trabajo proponemos un modelo de plaquetas educadas por tumor in vitro, 

derivadas de megacariocitos de la línea celular MEG-01, que permite obtener un gran 

número de plaquetas funcionales, además de eliminar la variabilidad fenotípica de 

estas células. La accesibilidad de estas células como modelo de estudio permitirá la 

creación de nuevas líneas de investigación que profundicen sobre los mecanismos 
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moleculares sobre el papel de las plaquetas educadas por tumor en el desarrollo de 
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ABSTRACT 

 

Cancer is a convoluted etiopathogenic entity where diverse processes of cell damage 

conjoins, occurs by abnormal and accelerated growth in a group of cells of the 

individual. It can 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-educated platelets 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, thus 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 obtaining 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 numerous 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 to investigate 

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

 

 

La línea celular MEG-01 (aislada de leucemia megacarioblástica) fue descrita por 

primera vez en 1985, gracias al trabajo del doctor Michinori Ogura, quien se encargó 

principalmente de analizarla y caracterizarla para su uso biotecnológico; en 1988 se 

determinó la inducción funcional y morfológica de la diferenciación de las células 

MEG-01 mediante Phorbol Diesters (encargados de la estimulación de proteína C, 

promotores de tumores). En este estudio se detectaron los marcadores de superficie 

que caracterizan a esta línea celular (GPIIb/IIIa), mediante inmunodetección 

(anticuerpos dirigidos) y citometría de flujo. Se utilizó el 12-0-tetradecanoilforbol-13-

acetato (TPA) como inductor de diferenciación, encontrando una mayor proliferación 

y diferenciación mediante los ensayos realizados (1).  

 

Es hasta 1991 el equipo de trabajo del investigador Michinori Ogura describió por 

primera vez la producción de partículas tipo plaquetas (PTP) provenientes de la línea 

celular MEG-01. Se postula que las partículas tipo plaquetas son producidas 

espontáneamente por lafracción diferenciada de megacariocitos. Estas PTP se 

identificaron mediante sus marcadores de superficie, como el antígeno CD61 y el 

factor de Von Willebrand (2).  

 

En 1998 se estudió aún más sobre el proceso de formación y liberación de PTP 

derivadas de las células MEG-01, además se caracterizaron sus marcadores de 

superficie. Los marcadores estudiados se componen por la glicoproteína GPIIb/IIIa y 

CD62, analizados mediante ensayos funcionales por adición de trombina en un cultivo 

celular y a la reacción de estas a la presencia de P-selectina. En este estudio se 

determinó que las PTP derivadas de MEG-01 son células con arquitectura 

(receptores, proteínas) similar a plaquetas con capacidad de agregación y 

coagulación, una vez que se documentan las pruebas funcionales, reciben el nombre 

de plaquetas derivadas de MEG-01 (3). 

 

La producción de plaquetas y partículas tipo plaquetas in vitro se ha centrado en 

diseñar un modelo con células derivadas de cordón umbilical diferenciadas hacia 
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megacariocitos, mediante biorreactores, obteniendo así plaquetas funcionales. Los 

inductores propuestos (hasta ahora) como estimulantes de la trombopoyesis son 

trombopoyetina, ácido valproico, nicotinamida, butirato de sodio y tricostatina A (4). 

 

En 1886 fue descubierto el ácido valproico (AVP), fármaco inicialmente usado como 

tratamiento primario anticonvulsivante. En 2001 fue descrito como inhibidor de la 

desacetilación de  histonas (HDAC) por primera vez, además de iniciar sus pruebas 

en ensayos clínicos fase I y II. En 2006 se demostró, mediante evaluación de la vía 

de señalización de ERK, que la función de HDAC del VPA promueve la expresión de 

marcadores de trombopoyesis temprana (5).  

 

La trombopoyetina (TPO) fue descubierta en 1958, sin embargo, fue purificada hasta 

1994. Hasta ahora se describe la TPO como una citocina reguladora, que al unirse 

con el receptor CD110  (asociado a la leucemia proliferativa, MPL), desencadena la 

producción de megacariocitos y plaquetas (6). 

 

Los modelos de plaquetas educadas por tumor se centran en definir el 

comportamiento de las células de cáncer (páncreas, hígado, pulmón, cérvix,  

intestino) posterior a la exposición con plaquetas; sin embargo, estos modelos 

también se encargan de estudiar el comportamiento de las plaquetas y sus cambios 

estructurales, morfológicos y patrones de expresión génica y proteica(7). 

 

Hasta ahora los modelos descritos se han basado en el uso de plaquetas derivadas 

de donadores sanos y donadores con diagnóstico de cáncer, exponiéndolas a células 

tumorales, lo cual ha demostrado un incremento en la capacidad de invasión, 

migración y principalmente troncalidad de las células cancerosas, incrementando la 

expresión 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 TEÓRICO 

CÉLULAS INMORTALIZADAS 

 

Una célula inmortalizada es aquella que posee la capacidad de dividirse 

ilimitadamente, lo cual es útil primordialmente en estudios in vitro. Hace siete 

décadas, en 1951, inició un nuevo episodio de la biotecnología, esto gracias a la 

obtención de la primera línea celular (células inmortalizadas), derivada de una 

paciente diagnosticada con cáncer de cérvix en estadio terminal. La obtención de esta 

línea celular denominada “HeLa” (nomenclatura derivada de las iniciales del nombre 

y apellido de la paciente, Henrietta Lacks), es hasta ahora uno de los más grandes 

avances de la ciencia en los últimos años. El uso de las células HeLa ha generado 

miles de líneas de investigación que contribuyen a la generación de vacunas, 

tratamientos y principalmente a la generación de conocimiento acerca del 

funcionamiento de la célula tumoral (9). 

 

Los mecanismos mediante los cuales una célula adquiere la capacidad de 

inmortalizarse se asocian a la modificación de los telómeros, ya sea por un 

mecanismo artificial o un mecanismo natural, los cuales están coadyuvados por 

mutaciones en genes como p53, p16 o pRb. Las líneas celulares requieren 

suplementación de nutrientes, lo que se logra con el suministro de  medios 

actualmente comercializados y ampliamente accesibles para continuar con los 

cultivos celulares, lo que dependerá de las necesidades de la línea de investigación 

en particular, permitiendo el empleo de ensayos in vitro mediante estas líneas 

celulares caracterizadas y estandarizadas (10).  

 

Consideraciones éticas de las líneas celulares 

 

En el período posterior a la II Guerra Mundial se creó la declaración de Helsinski, una 

base jurídica, legal y bioética, la cual parte de la necesidad por regular la 

experimentación humana(11). Esta declaración se encuentra integrada por diversos 

apartados, uno de ellos con indicaciones específicas, en las que se abordan temas 
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tales como la prohibición de las pruebas clínicas en humanos sin previo conocimiento, 

la autorización a consideración del paciente y familiares posterior al entendimiento 

total de los ensayos, así como los riesgos y efectos secundarios que se puedan llegar 

a sufrir derivados de ello. 

 

 Con el paso de los años, se han agregado nuevas cláusulas a la declaración de 

Helsinski, estos cambios son dinámicos y están determinados por los avances 

biomédicos, su alcance y repercusión, para no generar un evento similar al que 

sucedió con las células HeLa. Con esto se ha logrado crear una norma de manejo 

para el material biológico recolectado, además que el paciente tiene la opción de 

declinar la decisión de participar en el estudio en cualquier momento en el que aún 

sea localizable la muestra. (https://www.wma.net/policies-post/wma-declaration-of-

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

 

CÁNCER 

De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer se define como 

un grupo de enfermedades que tienen origen en cualquier órgano o tejido del cuerpo 

y que se caracterizan por un crecimiento celular anormal e incontrolable; estas células 

además tienen capacidad de invasión y/o metástasis hacia otros órganos (OMS, 

2022). Para entender esta entidad, debemos conocer acerca de sus marcadores, los 

cuales se describen más adelante.  

La capacidad de mantener un genotipo característico (estabilidad cromosómica), es 

esencial para mantener un funcionamiento celular adecuado, sin embargo, pese a 

que el cáncer no tiene causas específicas descritas, hasta ahora se ha propuesto la 

inestabilidad cromosómica como posible causa para que se generen daños a nivel 

molecular e iniciar la inmortalización celular (12).  Un ejemplo de ello, es el daño al 

genoma que se genera por diversas infecciones, como el virus del papiloma humano 

(HPV), cuyas infeccionesse ha demostrado que están estrechamente relacionado con 

el desarrollo de cáncer cervico-uterino, oral, faríngeo y anal (13). 

Otro de los factores ampliamente descritos y caracterizado como uno de los más 

importantes inductores de daño al genoma es el consumo de tabaco, identificado 
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como agente causal directo de distintas neoplasias principalmente en cáncer de 

pulmón. Entre los mecanismos descritos se encuentra el daño ocasionado por 

sustancias como el benceno, benzopireno, acetaldehído, formaldehído, entre otros; 

dado que estos generan lesiones directas a nivel tisular, causando inicialmente 

irritación a las mucosas y además daño directo al ADNA (alterando su estructura y 

generando así mutaciones) (14). 

 

Marcadores del cáncer 

 

En el año 2000 (15) fue publicado un artículo que menciona por primera vez los 

marcadores de identidad del cáncer; donde se presentan los primeros 

seiscaracterísticas que fundamentan el modelo más conocido y estudiado del cáncer, 

dado que todos los tipos de cáncer sólidos presentan las mismas características. A 

continuación, se enlistan los marcadores propuestos. Cada uno de estos indicadores 

posee vías de transducción de señales alteradas ya descritas: 

 

-Señales de crecimiento constitutivamente activadas (sobreexpresión del 

oncogén H-Ras). 

-Resistencia a señales de supresión de crecimiento (pérdida del gen Rb, 

supresor de tumores). 

-Invasión tisular y metástasis (inhibición de E-cadherina) 

-Potencial replicativo ilimitado (expresión de telomerasa) 

-Angiogénesis (producción del inductor de VEGF) 

-Evasión de apoptosis (alteración en las vías de BAX/BAK/BCL-2).  

 

En 2011 Hanahan y Weinberg describieron “La siguiente generación” de los 

marcadores del cáncer, en donde se describen cuatro características más y optan por 

renombrar algunos de los marcadores previos; además de proponer posibles blancos 

o 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- Señalización sostenida de proliferación (Inhibidores de EGFR) 

2- Evasión de los supresores de crecimiento (Inhibidores de cinasa 

dependiente de ciclina) 

3- Activación, invasión y metástasis (Inhibidores de HGF/c-Met) 

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

5- Inducción de angiogénesis (Inhibidores de señalización de VEGF) 

6- Resistencia a la muerte celular (mimetización de BH3 proapoptótico) 

 

Se proponen dos condiciones favorecedoras del cáncer:  

I. Inestabilidad genómica y mutación (ejemplo: inhibidores de la 

enzima PARP) 

II. Estado inflamatorio persistente (fármacos anti-inflamatorios selectivos) 

 

Así como dos características emergentes: 

 

a. Desregulación energética celular (inhibidores de la glucólisis aeróbica) 

b. Evasión de la respuesta inmune (inhibición del anticuerpo anti-CTLA4) 

(15) 

 

En el 2021, se sumaron cuatro características nuevas a las descritas previamente: 

dediferenciación y transdiferenciación; desregulación epigenética; microbioma 

alterado; señalización neuronal alterada. Recientemente se ha propuesto que 

algunos marcadores de identidad para cáncer pueden ser modificables, tal es el caso 

de la alteración del microbioma, condición moldeable a lo largo de la vida de los 

individuos mediante los cambios en la dieta y los cambios en el estilo de vida. También 

se describe como un factor modificable a la desregulación epigenética, la cual genera 

la posibilidad de cambiar tanto el pronóstico como la sobrevida de los pacientes (16). 

 

1. Señalización sostenida de proliferación 

 

Mantener la señalización de proliferación sostenida es una característica única de las 

células cancerígenas. Para generar esta condición puede existir la remodelación del 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



 

 

17 
 

espacio pericelular y de la matriz extracelular, aumentando así la biodisponibilidad de 

factores de crecimiento, esto puede ocurrir mediante sobreproducción de receptores, 

señalización constitutivamente activa; proteasas, sulfatasas y otras enzimas que son 

liberadas y activadas en exceso. 

 

Una de las vías de señalización desreguladas dentro de este marcador es la de PI3K, 

se ha descrito la presencia de mutaciones en las proteínas que participan en esta vía 

de señalización, evidenciado mediante análisis de secuenciación de material genético 

tumoral. 

 

El mecanismo de retroalimentación negativa es el más importante en el organismo, 

encargado de cesar una función a través de un producto de la misma estimulación, 

limitando así la respuesta al estímulo, modulando el proceso de ligando-receptor. Por 

tanto, si existe una anomalía en este mecanismo no permite el cese de una función 

que ocurre de manera excesiva y perpetúa así una señalización y se estimula así una 

respuesta continua. En las células cancerígenas uno de los procesos involucrados, 

es la disrupción del mecanismo de retroalimentación negativa, presente en diversas 

cascadas de señalización (PI3K/AKT/mTOR) que se encargan deregular la 

proliferación y el ciclo celular. 

 

La senescencia celular puede ser resultado de la señalización excesiva de 

proliferación, y ésta a su vez está determinada por oncogenes tales como RAS, MYC 

y RAF (posibles vías involucradas). El exceso de proliferación en células 

transformadas o cancerígenas pueden involucrar a dos factores importantes: la 

estimulación mitógena máxima (índice de Hayflick) y la defensa ante señales 

antiproliferativas. Las células transformadas al recibir altos niveles de señalización 

proliferativa pueden adaptarse a ellas y de esta manera bloquear el paso hacia la 

senescencia o apoptosis. 

 

2. Evasión de supresores de crecimiento  

 

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

maestros sobre la proliferación celular, la inducción de senescencia y activación de 
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apoptosis por la vía intrínseca, esta última a través de la mitocondria y mediada por 

el balance de señales orquestadas por la familia de proteínas Bcl-2/Bax/Bak. 

 

El producto citoplásmico de NF2, se encarga de inhibir la interacción entre moléculas 

de adhesión de la superficie celular con receptores tirosina-cinasa transmembranales, 

lo cual favorece la inhibición por contacto. Además, secuestra receptores de factores 

de crecimiento y limita su capacidad para emitir señales mitógenas eficientes. 

 

Otro de los mecanismos de inhibición es mediado por la proteína polar epitelial LKB1, 

encargada de organizar la estructura epitelial y mantener la integridad tisular, también  

puede anular el efecto mitógeno 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 controlar la señalización de proliferación.  

 

El último de estos mecanismos es controlado por la vía de TGF- β (Factor de 

crecimiento transformante β ) que en condiciones fisiológicas es un regulador maestro 

de señales pro-inflamatorias. Sin embargo, en cáncer se encuentra sobreexpresado, 

asociado a metástasis y migración; al controlar señales pro-inflamatorias favorece el 

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

 

3. Activación, invasión y metástasis 

 

Estos mecanismos se caracterizan por la invasión de células cancerosas a través de 

la capa basal y capas profundas de los órganos afectados, la migración de células 

cancerosas a otros órganos (por continuidad, por vía linfática o por el torrente 

sanguíneo), además de la transición epitelio-mesénquima (TEM). La TEM es un 

proceso fisiológico que ocurre solo en el período embrionario, para formar las capas 

germinales y promover la diferenciación celular; sin embargo, en el cáncer este 

proceso se reactiva. La TEM reprime la expresión de E-cadherina (elemento regulador 

del fenotipo epitelial), debido a una marca represiva mediante desacetilación 

(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 

segmentos repetitivos de ADN en los extremos de los cromosomas, sin embargo, esta 

enzima está presente únicamente durante la embriogénesis. Si esta enzima se activa 

después del período embrionario, no permite el acortamiento de los telómeros, 

promoviendo así la inestabilidad cromosómica e impidiendo la senescencia celular. 

Mediante este mecanismo, las células cancerosas logran superar  el índice de 

Hayflick (postula que el promedio mitótico máximo celular es de 50 veces antes de su 

senescencia) (16).  

 

5. Inducción de angiogénesis 

 

Las células requieren nutrientes y oxígeno para un adecuado metabolismo y función, 

durante el período de embriogénesis se crean vasos sanguíneos de novo 

(vasculogénesis), en contraste, durante la progresión tumoral se crean vasos 

sanguíneos a partir de vasos pre-existentes (angiogénesis). Esto se debe 

principalmente al desequilibrio angiogénico en procesos de malignidad, un tumor no 

puede crecer más de 2 mm sin recibir aporte de nutrientes. La hipoxia y señales 

oncogénicas activan genes pro-angiogénicos como VEGF (factor de crecimiento 

endotelial vascular), el cual puede sobreexpresarse para generar nuevos vasos 

sanguíneos defectuosos que sirvan para aportar nutrientes al tumor, y puede 

coadyuvar a la metástasis por mecanismo de extravasación. Por otro lado, se sabe 

que VEGF es secuestrado en la matriz extracelular, promoviendo liberación y 

activación de proteasas que degradan la matriz extracelular y favorecen la migración.  

 

6. Resistencia a la muerte celular  

 

La apoptosis es un proceso fisiológico encargado de regular la muerte celular 

programada, en respuesta a diversos factores estresantes. La apoptosis puede 

activarse a través de dos vías: intrínseca o mitocondrial (familia Bcl-2 y las proteínas 
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Bax y Bak) y extrínseca a través de receptores (FAS ligando/FAS receptor); ambas 

desencadenan la activación de proteasas (caspasas 8 y 9). En células tumorales se 

encuentran afectados los mecanismos reguladores de la apoptosis y no ejercen la 

función habitual, los sensores de daño se encuentran alterados o mutados, tal es el 

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

 

Dediferenciación y transdiferenciación 

 

La dediferenciación es la reversión de las células a un estado anterior no diferenciado, 

fenómeno que se presenta únicamente en el período de embriogénesis para generar 

las capas germinales. En el cáncer este proceso se reactiva, generando un fenotipo 

troncal o no diferenciado, caracterizado por la sobreexpresión de los genes SOX2, 

NANOG, OCT4, ALDH, todos ellos asociados con tumores malignos sólidos (18). 

 

Por otro lado, la transdiferenciación se define como el cambio morfológico a nivel 

tisular (metaplasia), debido a la variación de un fenotipo celular a otro, un ejemplo es 

la transición de un epitelio escamoso estratificado a un epitelio simple columnar 

(esófago de Barret). Esta transdiferenciación puede deberse en gran medida al daño 

continuo presente en un tejido. Un ejemplo de los genes alterados en este proceso es 

PTF1α, favoreciendo la proliferación y transdiferenciación inducida por KRAS 

(oncogén), acelerando así el proceso de invasión y metástasis (19).                  

I. Inestabilidad genómica y mutación 

 

Existen más de cien proteínas encargadas de mantener la integridad genómica y la 

reparación del ADN, estos procesos ocurren ininterrumpidamente durante el ciclo 

celular. Pese a que la variabilidad genómica favorece la diversidad genética y la 

evolución de los organismos; si estos cambios se presentan posterior a la etapa 

embrionaria pueden generar mutaciones y zonas de inestabilidad genómica 

relacionadas con diversas entidades patológicas (cada célula cancerígena puede 

contener de cuarenta a sesenta mutaciones). Existe evidencia de inestabilidad 

genómica y mutaciones en lesiones pre-malignas, a medida que incrementa la 

inestabilidad genómica se eleva también el riesgo de cáncer (20).  
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II.  Estado inflamatorio persistente 

 

La inflamación es un proceso fisiológico autolimitado para mediar el daño tisular y su 

reparación, caracterizado por la liberación de moléculas pro-inflamatorias y especies 

reactivas de oxígeno, con el fin de reclutar el mayor número de células posibles. 

 

El estado inflamatorio persistente es un proceso desregulado donde las moléculas 

pro-inflamatorias se encuentran activadas de manera permanente; en el cáncer 

promueve la actividad mutagénica y acelera el proceso de malignidad. Asimismo, el 

estado inflamatorio mantiene el abastecimiento de moléculas bioactivas favorables 

para el microambiente tumoral, involucrando factores de crecimiento que mantienen 

una señalización sostenida de proliferación, factores de supervivencia para superar 

el número mitógeno máximo, factores proangiogénicos; así como la liberación de 

enzimas como metaloproteasas que modifican la matriz extracelular y facilitan la 

angiogénesis, la invasión y la metástasis.  

 

a)  Desregulación energética celular 

 

Una célula sana obtiene energía a través del metabolismo de la glucosa mediante el 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ruta aerobia) y, en menor medida por la glucólisis 

anaerobia. Sin embargo, en condiciones de alta demanda energética con bajo 

oxígeno disponible, se favorece la glucólisis anaerobia por ser un proceso más rápido. 

  

Las células tumorales hacen uso de la glucólisis anaeróbica, proceso denominado 

“efecto de Warburg”, caracterizado por producir menor cantidad de energía a largo 

plazo, pese a que el rendimiento de ATP es mayor en otros procesos metabólicos. 

Sin embargo, este proceso genera grandes cantidades de ácido láctico a nivel local y 

promueve hipoxia en las células adyacentes, aunado a la neovascularización tumoral. 
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b)  Evasión de la respuesta inmune 

 

Las células del sistema inmune se encargan de identificar y atacar las células o 

componentes extraños (virus, bacterias, hongos) mediante el reconocimiento por 

antígenos de superficie. Algunas células cancerígenas pueden expresar antígenos de 

superficie, sin embargo, no se presentan en todos los tipos de cáncer.  

 

Se han descrito dos mecanismos mediante los cuales las células tumorales evaden 

al sistema inmune, uno de ellos ocurre mediante modulación de la respuesta inmune, 

por ejemplo, la metilación del promotor de NLRC5 del gen que codifica para el 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad clase I (vía de presentación de antígenos 

para Linfocitos T CD8+). El segundo mecanismo es el recubrimiento de las células 

tumorales con plaquetas para evitar su reconocimiento inmune, esto les permite a las 

primeras migrar y generar metástasis en otros órganos. 
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TROMBOPOYESIS Y MÉDULA ÓSEA 

 

La médula ósea 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 órgano hematopoyético(21). La médula ósea alberga a las células 

progenitoras mesenquimales ( que dan origen a las células de la función inmune y 

mecánica), células progenitoras hematopoyéticas (que dan origen a las células 

encargadas principalmente del transporte de oxígeno, nutrientes y producción de 

células fundamentales para la respuesta inmune), además de contener la estructura 

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

 

En la médula ósea ocurre la trombopoyesis, un proceso que tiene como objetivo la 

formación de plaquetas, mediante la diferenciación de las células progenitoras 

comunes hematopoyéticas que originan el linaje eritroide y trombopoyético. Este 

proceso inicia en los megacarioblastos, que se diferencian a promegacariocitos y 

posteriormente dan origen a los megacariocitos liberadores de plaquetas, 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 transcriptómicamente activo; para posteriormente dar paso 

al resultado final de la trombopoyesis, la generación y liberación de plaquetas al 

torrente sanguíneo (23,24). 

 

El nicho de megacariocitos maduros en la médula ósea contiene una subpoblación 

de las células progenitoras hematopoyéticas que expresan el gen VWF (que codifica 

para la glicoproteína de Von Willebrand) y promueve la auto-replicación de las células 

progenitoras hematopoyéticas megacariocíticas (25). Es por lo anterior que diversos 

grupos estudian la importancia de las células progenitoras hematopoyéticas y la 

transición desde un estado indiferenciado hacia eritrocitos, células mieloides o 

plaquetas (26). 
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Figura 1. Hematopoyesis . Producción de células derivadas de la médula ósea, 

partiendo del progenitor común de las células troncales. 
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Megacariocitos 

 

Los megacariocitos son células de gran tamaño (30-100 µm de diámetro) que pueden 

contener múltiples núcleos (poliploidía), característica que confiere amplia capacidad 

para generar un ambiente transcriptómicamente activo, siendo de utilidad para la 

producción plaquetaria (27). Estas células comprenden aproximadamente el 1 % de 

la población de las células sanguíneas, y el 0.05 % de las células totales en la médula 

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

 

La megacariopoyesis y la trombopoyesis están reguladas directamente por la vía de 

transducción de señales de Hippo, principalmente por el inhibidor de la vía LATS1/2, 

conocido como un supresor de tumores que actúa a nivel del ciclo celular, permitiendo 

o bloqueando la progresión de este, y favoreciendo la migración celular o la apoptosis. 

La baja proporción de LATS1/2 induce la proliferación mediante el incremento de la 

actividad celular en la fase G2/M, mientras que su sobreexpresión genera arresto a 

nivel de la fase G2/M, a través de la inhibición de la actividad de CDC2/Ciclina A. La 

activación de la vía de Hippo inhibe la diferenciación a nivel del progenitor 

hematopoyético, mientras que la depleción de LATS1/2 ocasiona la inhibición de la 

diferenciación megacarioblástica y reducción del número de plaquetas a producir por 

cada megacariocito (29).  

 

Los megacariocitos poseen pseudópodos perivasculares (protoplaquetas) que se 

extienden para anclarse al endotelio e iniciar un proceso celular transendotelial, 

liberando las plaquetas al torrente sanguíneo. Esta interacción entre las células 

endoteliales y los megacariocitos está regulada por quimiocinas, moléculas de 

adhesión, lípidos propios del torrente sanguíneo y receptores de superficie en los 

megacariocitos. Las células endoteliales participan en la regulación y maduración de 

megacariocitos, así como en la liberación de plaquetas; tienen la capacidad de 

promover la producción de plaquetas mediante el factor 1 derivado del estroma 

(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 vía de señalización para obtener plaquetas como 

producto final (30). 
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Figura 2. Trombopoyesis. Diferenciación desde célula troncal, hacia los precursores 

de megacariocitos y posteriormente hacia megacariocito maduro. El producto final de 

la trombopoyesis son las plaquetas. (HSC: célula troncal humana) 

  

  

D I F E R E N C I A C I Ó  N 
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Receptor MPL 

 

Las células progenitoras de megacariocitos necesitan tanto el receptor MPL como su 

ligando, la trombopoyetina; para así permanecer en un estado de quiescencia en los 

nichos de la médula ósea. El receptor para trombopoyetina MPL (CD110, TPOR, 

THPOR, proteína de la leucemia proliferativa) es esencial para efectuar la 

trombopoyesis y para el mantenimiento de las células hematopoyéticas progenitoras 

comunes. Este receptor está, conformado por 635 aminoácidos, contiene un dominio 

transmembrana con dos dominios de receptores de citocinas extracelulares y dos 

dominios receptores para citocinas intracelulares (31). 

 

En 1990 se identificó el oncogen V-MPL, a partir de la leucemia mieloproliferativa 

murina, esto hizo posible inmortalizar células hematopoyéticas de diferentes linajes 

de la médula ósea. Hasta 2 años después, en 1992, se nombró C-MPL a su homólogo 

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 proteína codificada por el gen THPO, constituida por 

353 aminoácidos, con un peso de aproximadamente 80-90kDa; estructuralmente está 

compuesta por un dominio de unión al receptor MPL hacia el extremo N-termina  y un 

dominio glicano hacia el extremo C-terminal. La TPO posee una estructura 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, señalada 

como una sustancia capaz de generar aumento de la producción plaquetaria en 

individuos con diagnóstico de trombocitopenia. La TPO fue purificada hasta 1994 

mediante clonación del retrovirus VMPL (leucemia mieloproliferativa murina), de 

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

 

La TPO regula la producción de megacariocitos y plaquetas, por activación de la 

transducción de señales mediante el receptor MPL. Se ha reportado que, en modelos 
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de ratones MPL knockout in vivo, existe una reducción significativa en el número de 

megacariocitos y plaquetas circulantes, así como de células progenitoras comunes 

(33). La señalización por TPO promueve la internalización del receptor de TPO C-

MPL, formando el complejo receptor-ligando e iniciando la cascada de señales que 

involucran a las vías: JAK2, STAT3/STAT5, MAPK/ERK y PI3K/AKT. De este modo, 

TPO induce la generación de plaquetas (trombopoyesis) mediante la estimulación de 

megacariocitos a través de su receptor MPL (34).  

 

PLAQUETAS 

 

Las plaquetas son células pequeñas (2-4µm) anucleadas, que se encuentran libres 

en el torrente sanguíneo. 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 días (35). Las plaquetas tienen la capacidad de agregarse, reparar y 

proteger de daños a las paredes de los vasos sanguíneos; estas células desempeñan 

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

 

Por medio de análisis transcriptómicos en murinos, se ha demostrado que las 

plaquetas son células heterogéneas respecto a su estructura y función; se ha 

evidenciado que el proceso de liberación de plaquetas al torrente sanguíneo no 

sucede exclusivamente en la médula ósea, sino que también involucra un mecanismo 

de migración de los megacariocitos, los cuales se encargan de llegar al espacio 

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

 

Las plaquetas contienen cuatro organelos: mitocondrias, gránulos alfa, gránulos 

densos y lisosomas. Existen dos vías de activación, intrínseca y extrínseca, esta 

última se describe a continuación; en presencia de colágeno, trombina o ADP, se 

genera una activación plaquetaria en segundos, que induce la agregación mediante 

el factor de Von Willebrand. Posteriormente se genera el trombo por medio de la 

fibrina que recubre a las plaquetas; la trombina presentada generará que más 

plaquetas se adhieran; el factor aIIbB3 es un agente pro-agregante y las plaquetas 
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secretoras propiciarán un microambiente adecuado para la agregación y el 

reclutamiento de más plaquetas (36).  

Activación de las plaquetas 

 

En condiciones fisiológicas, la activación de las plaquetas ocurre como respuesta al 

daño endotelial, en cuanto ocurre exposición de colágeno y proteínas de la matriz 

extracelular. La formación de trombos se genera a partir de la respuesta plaquetaria 

mediada por el rodamiento, la adherencia, esparcimiento, migración, agregación y 

estabilización. Dentro de la activación extrínseca, la primera interacción ocurre 

mediante diversos receptores de glicoproteínas; estos tienen como ligando a factores 

de la matriz extracelular como proteoglicanos, laminina, fibronectina, y vitronectina, 

algunas isoformas de colágeno (tipo I, III y IV, al cual se une el factor de Von 

Willebrad). La glicoproteína Ib (GPIb, receptor tipo proteína cinasa) se encuentra 

únicamente en plaquetas (30). 

 

La liberación de los factores contenidos en los gránulos alfa y gránulos densos que 

se encuentran en las plaquetas amplifican la respuesta plaquetaria secundaria, para 

así dar paso a la reparación tisular. En los gránulos alfa plaquetarios están contenidos 

tanto factores antiangiogénicos como proangiogénicos, sin embargo, estos factores 

serán liberados dependiendo del tipo de estímulo generado. La respuesta al estímulo 

por medio de los megacariocitos puede ser positiva o de inhibición según las 

condiciones del nicho vascular. La liberación de gránulos densos influye en el 

microambiente vascular, la liberación de iones calcio y magnesio promueve la 

activación y agregación plaquetaria; la liberación de nucleótidos ADP activa a las 

plaquetas mediante los receptores de P2Y1 y P2Y12, promoviendo la 

vasoconstricción; mientras que la liberación de gránulos densos que contienen tspan-

29, tspan-30, tspan-24, tspan-9, tspan-32 para regular las interacciones de la 

superficie celular, ya que contienen proteínas de membrana asociadas a lisosomas 

(LAMP), lo cual genera la liberación de neurotransmisores como serotonina, 

epinefrina e histamina; dando lugar a la posibilidad de agregación y activación 

plaquetaria inducida por ADP (37). 
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Figura 3. Estructura y conformación de una plaqueta en reposo versus una 

plaqueta activada. Existe cambio estructural, generando pseudópodos como 

resultado de la activación, además de liberación de los gránulos densos y gránulos 

alfa.  
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Las plaquetas en reposo mantienen sus receptores en la membrana celular, mientras 

que los gránulos alfa y gránulos densos permanecen en su interior; estas plaquetas 

mantienen una estructura ovoide. Por otro lado, las plaquetas activadas adquieren 

una morfología distinta, extendiendo pseudópodos, además de liberar los gránulos 

alfa y gránulos densos para iniciar la cascada de agregación plaquetaria [Figura 3]. 

 

Plaquetas y su asociación con cáncer 

 

Las plaquetas están implicadas en importantes procesos fisiológicos durante la etapa 

embrionaria como la angiogénesis, proliferación e invasión celulares; sin embargo, si 

estos procesos ocurren después de la embriogénesis, son considerados procesos 

patológicos. En el cáncer la activación y agregación plaquetaria se encuentra 

alterada, debido a que liberan el contenido de sus gránulos alfa y gránulos densos, 

por su interacción con células tumorales. Esto ocurre posterior al contacto de células 

tumorales con los factores de coagulación derivados de plaquetas, produciendo 

trombina (serina proteasa perteneciente a la cascada de la coagulación, cuya función 

es la degradación de fibrinógeno y fibrina), la cual promueve la adhesión de las 

plaquetas a las células circulantes. La trombina y el tromboxano A2 (TXA2) 

promueven la agregación y activación plaquetaria al interactúar con receptores 

acoplados a proteína G que controlan el nivel de Ca2+ intracelular (P2Y1 y P2Y12), 

iniciando así la cascada de señalización de la agregación (38). 

 

Debido a que las plaquetas son consideradas repositorios de ARN (ARNm, miARN, 

ARNc, lncARN) se han propuesto las biopsias líquidas como método diagnóstico y 

pronóstico de cáncer, en búsqueda de células circulantes tumorales 

(DNA/RNA/Proteínas de las células tumorales) y exosomas (39). Las exosomas son 

vesículas extracelulares de entre 30 a 150 nm de diámetro con un recubrimiento de 

bicapa lipídica, que viajan desde el interior de la célula hacia el espacio extracelular y 

participa en distintos procesos, e incluso en tumores con la interacción del 

microambiente tumoral. Éstas vesículas tienen capacidad de regulación de diversos 

procesos, tal como la modulación metabólica, vías de señalización, y a nivel tumoral 

se encargan de generar un ambiente propicio para la supervivencia de las células 

cancerígenas, desarrollando un microambiente tumoral complejo (40). 
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La continua interacción entre las células tumorales y las biomoléculas asociadas al 

tumor generan un tipo de alteración a nivel del ARN plaquetario, por tanto, estas 

reciben el nombre de plaquetas educadas por tumor. Las plaquetas pueden 

internalizar el ARNm, así como otras proteínas que pueden cambiar el procesamiento 

general de los ARNm induciendo variantes de splicing (corte y empalme) de pre-

ARNm, pre-miARN, entre otros, estimulando además la activación plaquetaria, lo cual 

generaría una firma específica potencialmente diagnóstica de cáncer (41).  

 

Las plaquetas contribuyen a la supervivencia de células tumorales circulantes, 

principalmente a través de la evasión del sistema inmune, debido a la adhesión de 

plaquetas en las células tumorales, así como formar un recubrimiento con agregados 

de fibrina, que funge como un escudo físico.  

 

Otra forma de evasión del sistema inmune es mediante la transferencia de moléculas 

del Complejo mayor de histocompatibilidad clase I (CMH I) de las plaquetas a las 

células circulantes tumorales, y de este modo evitan ser detectadas por los linfocitos 

NK (natural killer) (41).  

 

Recientemente las plaquetas se han propuesto como vehículo terapéutico, a través 

de contribuciones de la nanomedicina. Se propone que las plaquetas reciban in vitro 

nanopartículas cargadas con fármacos anticancerígenos, para funcionar como 

camuflaje; posteriormente estas plaquetas con fármaco pueden ser administradas a 

los individuos mediante inyección 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 cáncer expuestas a plaquetas, 

demostrando que estas últimas sufren cambios derivados de esa interacción(43). Los 

resultados obtenidos de los modelos de plaquetas educadas por tumor demuestran 

una interacción directa entre las células cancerígenas y las plaquetas, modificando su 

morfología, su estructura e incluso su patrón de expresión génica, específicamente el 

patrón de microARN (44).  

 

Estos modelos se realizan con plaquetas derivadas de donadores sanos, las cuales 

se obtienen mediante flebotomía (proceso de exanguinación) y se requiere la 

colaboración de donadores voluntarios sanos (7). Este proceso dificulta la obtención 

de plaquetas, debido a que el rendimiento es muy bajo; además se asocia con un 

incremento en el índice de variabilidad fenotípica proveniente de los donadores sanos, 

otra limitante es que las plaquetas de donadores sanos no pueden ser estudiadas 

después de 7-10 días de ser extraídas, debido a su tiempo de vida, además de la 

dificultad que representa la extracción de megacariocitos (45). 

 

PRODUCCIÓN DE PLAQUETAS IN VITRO 

 

La producción in vitro de plaquetas y de partículas tipo plaquetas es un proceso 

costoso y poco estandarizado, se ha experimentado con diversos materiales, líneas 

celulares y células primarias derivadas de cordón umbilical. 

 

En 2006, Takuya Matsunga y colaboradores hicieron uso de células primarias 

derivadas de cordón umbilical caracterizadas como CD34+ mediante diferenciación 

con trombopoyetina (TPO), obteniendo la generación de partículas tipo plaquetas de 

4 a 5 células por megacariocito diferenciado en 5 días, con un rendimiento de 0.8 

plaquetas cada 24 horas por megacariocito (MK) (46). Sin embargo, en 2014 Sou 

Nakamura y colaboradores generaron plaquetas mediante diferenciación de tres 
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variantes de la línea celular imMKCLs en cultivo habitual, el resultado fue la obtención 

de 3-10 plaquetas por megacariocitos en 5 días, con rendimiento neto de 0.6-2 

plaquetas cada 24 horas por MK (47). Surya Kotha y colaboradores generaron en 

2018 un modelo in vitro de trombopoyesis de microvasculatura directa en un 

microambiente de médula ósea 3D, en el cual diferenciaron MK de células primarias 

derivadas de cordón umbilical, además de inducirlas con TPO. El resultado de este 

modelo fue un mayor número de plaquetas funcionales (CD41+) producidas por 

megacariocito, sin embargo, el costo de los materiales los hace poco accesibles. (48). 

En 2019, Keiichi Tozawa y colaboradores, diseñaron un biorreactor con una línea 

celular derivada de tejido adiposo mesenquimal mediante inducción por TPO, se 

obtuvo una cuenta de 5-10 plaquetas por megacariocito en un período de 12 días, 

con rendimiento neto de 0.41-0.83 plaquetas cada 24 horas por MK (49). 

 

Células MEG-01 

 

En 1985 el científico Michinori Ogura obtuvo y describió por primera vez la línea 

celular MEG-01; se trata de células inmortalizadas procedentes de un paciente 

masculino de 60 años, de origen japonés, con diagnóstico de leucemia 

megacarioblástica. Estas células fueron extraídas en 1983 mediante toma de muestra 

heparinizada de médula ósea, la cual fue positiva para el cromosoma Philadelfia en 

todos los cariotipos analizados. Cabe señalar que la muestra fue obtenida posterior 

al consentimiento del paciente, quien falleció en mayo de 2018 tras una falla 

hepatorrenal. Esta línea celular se caracteriza principalmente por contener dos 

fracciones, una adherente (diferenciada, megacariocítica) y una en suspensión (no 

diferenciada, megacarioblástica) (50). 

 

OTROS INDUCTORES DE TROMBOPOYESIS 

Inhibidores de las histonas desacetilasas 

 

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

trombopoyesis, tal como los inhibidores de las desacetilasas de histonas. En el año 
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2000 se demostró que los inhibidores de las desacetilasas de histonas juegan un 

papel importante en el tratamiento de diversas enfermedades, principalmente en 

cáncer, pese a que se ha estudiado también en padecimientos inmunológicos y 

cardíacos; debido a que estas inhiben la proliferación y promueven la apoptosis 

mediante el arresto de la fase G1 del ciclo celular, reduciendo las ciclinas y las cinasas 

dependientes de ciclinas (51). 

 

Actualmente existen múltiples terapias aprobadas con el uso de inhibidores de las 

desacetilasas de histonas para el tratamiento de cáncer de mama, próstata y ovario, 

en donde se muestran grandes avances respecto al empleo de fármacos nuevos o 

como reposicionamiento farmacológico, lo que en perspectiva podría mejorar el 

pronóstico de los pacientes con esta clase de tumores; hasta ahora algunos de los 

fármacos probados son Vorinostat y Belinostat (52) (53). 

 

Ácido valproico 

 

El ácido valproico (AVP) (ácido 2-propilpentanoico) es un ácido carboxílico y ácido 

graso de cadena corta, que inicialmente fue utilizado como anticonvulsivante en 

epilepsia (54), usado también en el síndrome de preeclampsia – eclampsia; así como 

en el trastorno de bipolaridad, y como fármaco profiláctico para la migraña. El 

mecanismo de acción del AVP se basa en ser bloqueador de los canales iónicos 

dependientes de voltaje de calcio, sodio y potasio (lo que provoca una reducción de 

la frecuencia de impulso neuronal) (55), además de inhibir la transaminación de ácido 

gama amino butírico (GABA) (56). 

 

La estructura del AVP fue descubierta en 1886 y se define como ácido graso de 

cadena corta, inicialmente utilizado como solvente químico y farmacéutico, en 1963 

se propone como fármaco anti epiléptico, sin embargo, en 1975 se realiza el primer 

ensayo clínico 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 clínicos en fase I y II de cáncer de mama 

triple negativo, así como en ensayos en cáncer de pulmón (4). 
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El AVP se ha asociado con vías de señalización proapoptóticas en células de 

neuroblastoma, tal es el caso de la vía intrínseca de apoptosis (Bax, Bak, Bcl-2, Bim 

y Mcl-1) y la vía de JAK/STAT (SOCS1, SOCS3, JAK1, JAK2, STAT3, STAT5A y 

STAT5B). Por lo tanto, la eficacia de este ácido graso de cadena corta lo posiciona 

como un buen candidato para la terapia oncológica (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 acción del AVP para inducir la 

diferenciación y producción plaquetaria; sin embargo, hay dos hipótesis al respecto: 

La primera involucra al gen implicado en la migración celular MYH10, que al unirse a 

las HDAC1 y HDAC3 perpetúa la entrada a la fase S del ciclo celular.La segunda 

hipótesis propone que el efecto de VPA como inhibidor de las desacetilasas de 

histonas puede estar relacionado a la actividad del gen NOTCH4, favoreciendo la 

megacariopoyesis, por acetilación de proteínas del citoesqueleto como α-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, además de que nos permiten estudiar los 

mecanismos moleculares y la interacción celular que ocurre en el desarrollo del 

cáncer, para establecer diagnósticos y pronósticos certeros con la implementación de 

tratamientos dirigidos. Actualmente estos estudios se realizan con plaquetas de 

donadores sanos obtenidas mediante flebotomía; sin embargo, este es un proceso 

invasivo y costoso que necesita la participación de personal capacitado para su 

realización. Por otro lado, es necesario un amplio número de donadores sanos para 

cada ensayo, lo cual conlleva a otra desventaja, la variabilidad fenotípica, debido a la 

diferencia entre donadores.  

 

Se ha propuesto que una de las alternativas para disminuir estás desventajas 

(cantidad de plaquetas y variabilidad fenotípica) de las plaquetas obtenidas de 

donadores sanos, es generar plaquetas in vitro, mediante otros métodos. Algunos 

trabajos han propuesto el uso de biorreactores, modelos 3D para mimetizar la función 

de la médula ósea o mediante xenoinjertos. No obstante, la mayoría de estos modelos 

de producción de plaquetas se realizan con células obtenidas de cordón umbilical, por 

lo que se mantiene la variabilidad fenotípica; son protocolos 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 producción de plaquetas derivadas de la línea 

celular MEG-01 inducidas por TPO y VPA como un modelo in vitro estandarizado que 

podrá ser útil para el estudio de plaquetas educadas por tumor, con la finalidad de 

encontrar alternativas en la obtención de plaquetas, eliminando además la variabilidad 

fenotípica y mejorando el rendimiento de plaquetas.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

Desarrollar modelos in vitro para la obtención de plaquetas que puedan ser utilizadas 

en el estudio de plaquetas educadas por tumores, sentará las bases para la 

generación de proyectos de investigación que describan los mecanismos celulares y 

moleculares involucrados en la interacción entre las plaquetas y las células tumorales. 

Con este modelo se pretende mejorar el rendimiento en el número total de plaquetas 

funcionales mediante la inducción con trombopoyetina y ácido valproico, generando 

así un modelo estandarizado; además, de reducir con ello la variabilidad fenotípica de 

las plaquetas para su utilidad en el estudio de plaquetas educadas por tumor. Este 

proyecto favorecerá la generación de protocolos de investigación y trabajos de ciencia 

básica en modelos de plaquetas educadas por tumor, además de abrir la posibilidad 

a nuevas líneas de investigación que antes estaban limitadas por la falta de un 

buenmétodo de obtención de plaquetas, la temporalidad del estudio o la variabilidad 

fenotípica. De la misma manera, permitirá abordar nuevos horizontes científicos 

basados en la producción in vitro de plaquetas y el estudio de estas células mediante 

producción plaquetaria continua con un menor costo, mediante el uso de los 

inductores  trombopoyetina y ácido valproico. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general  

 

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

la línea celular MEG-01 mediante inducción con trombopoyetina y ácido valproico 

 

Objetivos específicos  

 

● Determinar el número de partículas tipo plaquetas generadas por cada 

megacariocito en 3 condiciones experimentales: cultivo celular 

convencional, inducción con Ácido Valproico, inducción con 

Trombopoyetina. 

 

● Evaluar la funcionalidad y el uso de las partículas tipo plaquetas derivadas 

de la línea celular MEG-01, como modelo de plaquetas educadas por tumor. 

 

● Determinar la inducción de troncalidad en la línea celular BxPC-3 después 

de la interacción conplaquetas derivadas de donador sano y plaquetas 

derivadas de MEG-01. 
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HIPÓTESIS   

 

 

La producción de plaquetas funcionales en la línea celular MEG-01 inducida por Ácido 

Valproico y Trombopoyetina incrementará el rendimiento y reducirá la variabilidad 

fenotípica, lo cual permitirá la creación de un modelo estandarizado para el estudio 

de plaquetas educadas por tumor. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Cultivo celular de mantenimiento 

 

Se utilizó la línea celular MEG-01 (ATCC, CRL-2021), megacarioblastos de origen 

humano derivados de paciente con Leucemia Mieloide Crónica (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 ºC, con CO2 del 5 %; se realizaron cambios 

de medio cada 72 a 96 horas. 

Se utilizó la línea celular BxPC-3 (ATCC, CRL-1687), células epiteliales de origen 

humano derivadas de paciente con adenocarcinoma pancreático, 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 incubadora a 37 ºC, con CO2 del 5 %; se realizaron 

cambios de medio cada 72 a 96 horas. 

 

Inducción de producción de plaquetas in vitro 

 

Se conformaron 3 condiciones experimentales: MEG-01 control, MEG-01 VPA, MEG-

01 TPO. Para cada condición se sembraron 5 x 105 células por pozo, en cajas de 6 

pozos con área de superficie de 9.5 cm2, bajo las siguientes condiciones: 

 Grupo Control MEG-01: 2 mL de medio RPMI sin suero fetal bovino. 

 Grupo MEG-01 AVP: 2 mL de medio RPMI sin suero fetal bovino más 4 mM de 

Ácido Valproico (VPA) (Sigma-Aldrich, cat# P4543). 

 Grupo MEG-01 TPO: 2 mL de medio RPMI más 200 ng de Trombopoyetina 

(TPO) (Sigma-Aldrich, cat# SRP3178). 

Posterior a las 72 h de incubación, el sobrenadante fue colectado para el conteo de 

partículas 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 partículas tipo plaquetas 

 

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento (tres pulsos), las cajas de 6 pozos 

fueron retiradas de la incubadora. El sobrenadante conteniendo los 

promegacarioblastos, megacariocitos y partículas tipo plaquetas fue colectado en 

tubos cónicos estériles de 50 mL, se lavaron los pozos en dos ocasiones con 

amortiguador HEPS (140mM NaCl, 2.7mM KCl, 3.8mM HEPES, 5mM EGTA). 

Posteriormente, para separar las partículas tipo plaquetas, se centrifugó el 

sobrenadante a 100 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Después, el 

sobrenadante fue transferido a otro tubo cónico estéril y centrifugado a 1000 x g 

durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtener un botón celular 

correspondiente a las partículas tipo plaquetas que posteriormente se resuspendió en 

HEPS.   

Para el conteo de las partículas tipo plaquetas se realizó una dilución 1:20, la cual se 

tiñó con colorante Azul de Cresilio Brillante al 10 % (Sigma-Aldrich, B5388), luego se 

incubó a temperatura ambiente durante 10 minutos. Finalmente, se realizó el conteo 

de partículas tipo plaquetas en cámara de Neubauer. Este procedimiento fue 

realizado posterior a cada pulso de inducción en las tres condiciones experimentales 

(72h, 144h, 216h). 

 

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

 

Para evaluar la función y capacidad de agregación de las partículas tipo plaquetas se 

realizó ensayo de formación de coágulo. Se aislaron las partículas tipo plaquetas por 

condición (control y tratamientos) y las plaquetas obtenidas de donador (control del 

experimento) por el método previamente descrito. Se colectaron en tubos cónicos 

estériles de 15 mL y resuspendieron en 6 mL de PBS. 

Para definir la concentración ideal de CaCl2 para la formación del coágulo, se realizó 

una curva de concentración de CaCl2, las concentraciones utilizadas fueron: 10 mM, 

25 mM, 50 mM, 75 mM y 100 mM. De cada condición fue transferido 1 mL a 

microtubos de 1.5 mL con cada una de las concentraciones de CaCl2 antes 

mencionadas, cada muestra fue incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente 
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y se evaluó la formación del coagulo. La concentración óptima de agregación en las 

muestras control y tratamiento fue a 50 mM. 

Ensayos de caracterización de plaquetas CD41+ por citometría de flujo 

 

Se caracterizaron las partículas tipo plaquetas CD41+ mediante citometría de flujo, 

marcando estas células por reacción antígeno-anticuerpo. Se sembraron 2.5 x 105 

células MEG-01 en cajas de 6 pozos, por cada condición experimental: grupo control, 

grupo TPO y grupo VPA. Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, las cajas de 

6 pozos se retiraron de incubación, el sobrenadante fue colectado en tubos cónicos 

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 botón 

celular. Para caracterizar CD41 en muestras de donador sano, se obtuvo una muestra 

de sangre total en tubo con citrato de sodio mediante flebotomía. Se separó el plasma 

rico en plaquetas (PRP) por centrifugación a 100 x g durante 15 minutos a temperatura 

ambiente, del cual se extrajo únicamente la fracción plaquetaria (sobrenadante) 

mediante centrifugación del PRP a 1000 x g durante 10 minutos a temperatura 

ambiente formando un botón celular. Cada botón celular (Control donador sano, MEG-

01 Control, MEG-01 TPO, MEG-01 VPA) se resuspendió en 500  L de HEPS con 

adición del  anticuerpo primario de conejo anti- CD41 (abcam ab134131) a una 

concentración de 1:100, incubando durante 40 minutos a 4 ºC. Posteriormente se 

realizaron 2 lavados con HEPS, formando nuevamente un botón celular, el cual se 

resuspendió en 500 L uL de HEPS con adición del anticuerpo secundario de cabra 

anti-conejo acoplado a Alexa Fluor 488 (abcam ab150077) a una concentración de 

1:200, incubando a 4 ºC durante 40 minutos en oscuridad.Pasado el tiempo se 

realizaron dos lavados, se resuspendieron en 500 L de HEPS y se colocaron en 

tubos para citometría.  

 

Para el control de donador sano sin marcar se realizó la extracción de la muestra y la 

separación de componentes mediante centrifugación, sin embargo, no se adicionó 

ningún anticuerpo. Para evaluar la especificidad del anticuerpo, se realizó un control 

de isotipo de donador sano, para el cual se obtuvo la muestra de plaquetas mediante 

centrifugación. Una vez obtenido el botón celular se agregó únicamente 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-01 Control, MEG-01 TPO, MEG-01 VPA. El análisis se realizó por citómetro de 

flujo (BD, FACS Canto II), con plantilla para caracterización plaquetaria. 

 

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

 

Para realizar los ensayos de co-cultivo celular para el modelo de plaquetas educadas 

por tumor; se sembraron 5 x 105 células BxPC-3 (ATCC BxPC-3, cáncer de páncreas), 

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 proprción de 100 plaquetas por cada célula BxPC-3. 

Posterior a 72 horas de co-cultivo se separaron ambos grupos celulares y se extrajo 

RNA de las células BxPC-3, para determinar la interacción entre ambos grupos 

celulares. Se aisló ARN mediante método de metanol-cloroformo (Invitrogen, cat# 

15596026) de acuerdo con las indicaciones del fabricante, aumentando el tiempo de 

precipitación en isopropanol (24h a -20°C). 

La concentración y calidad de las muestras fueron determinadas en un Nanodrop 

(ThermoFisherScientific). Se realizó la síntesis de cDNA con el kit RT-PCRMaxima 

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (ThermoFisherScientific, cat# K1641) 

según 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 ΔΔCT.  

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

troncalidad celular. 

 

Cuantificación de megacariocitos maduros 

 

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

x 105 células MEG-01 por pozo en cajas de 6 pozos, tratados como se describió 
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previamente. Posterior al tratamiento, las células fueron retiradas del incubador, el 

sobrenadante se descartó y los megacariocitos maduros se fijaron añadiendo 500 L 

de paraformaldehído al 4 % en cada pozo y se incubó durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posterior a la fijación, cada pozo se lavó con HEPS en dos 

ocasiones. Una vez lavados los pozos, se agregó 500 L de cristal violeta 0.5 % por 

pozo (10 minutos a temperatura ambiente). A continuación, se realizaron 2 lavados 

con HEPS, consecutivamente se destiñeron con ácido acético al 33 % con agitación 

leve (10 minutos a temperatura ambiente). Posterior a la incubación con ácido acético 

se leyó la absorbancia en un lector de placas a 595nm. 

 

Analisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó a través de la plataforma GraphPad Prism 9 

(GrapfPad Software, San Diego, CA, USA), mediante pruebas paramétricas, analisis 

ANOVA de dos vías. Cada analisis se realizó con triplicado biológico y duplicado 

técnico.  
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RESULTADOS 

Cuantificación de partículas tipo plaquetas por condición 

 

Se cuantificó el número de partículas tipo plaquetas (PTP) producidas por los 

megacariocitos en la condición de control y las diferentes condiciones utilizadas: 

inducción con Ácido Valproico (AVP) e inducción con Trombopoyetina (TPO), se 

realizaron en 3 pulsos de (72h, 144h, 216h) [Figura 4].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 4. Número de partículas tipo plaquetas obtenidas después de cada pulso 

de inductor. Partículas tipo plaquetas provenientes de megacariocitos derivados de 

MEG-01. 72h: Primer pulso, 144h: Segundo pulso, 216h: Tercer pulso. Total: 

Sumatoria de PTP producidas posterior a los tres pulsos de inductor (216h). Posterior 

a cada pulso de inducción (1ro, 72h; 2do, 144h; 3ro, 216h), se cuantificó mediante 

cámara de Neubauer. (**** p<0.0001; *** p<0.001; ns: valor no significativo) 
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En el primer pulso de inducción hay un incremento importante de producción de PTP 

en ambas condiciones de tratamiento (AVP y TPO) respecto al control; luego,  a las 

144 horas observamos un incremento en la producción de PTP en las tres condiciones 

tratamiento, no obstante, la mayor producción de PTP fue inducida por TPO respecto 

al contro. Al finalizar el tercer pulso a las 216 horas, la producción de PTP disminuyó 

considerablemente con respecto al pulso a las 144 horas en todas las condiciones, 

sin embargo, se mantuvo una diferencia significativa en la producción de PTP con el 

estimulo de TPO respecto al control. En condición AVP, posterior al tercer pulso 

(144h), existe decremento significativo de producción de PTP con respecto al Control 

(72h). 

 

Cuantificación de partículas tipo plaquetas por cada megacariocito sembrado 

 

 Se cuantificó la cantidad promedio de PTP producidas por cada megacariocito 

sembrado, en condición TPO hubo incremento de la producción de PTP en los tres 

pulsos de inducción, en el primer pulso el rendimiento fue de 216 % con respecto al 

Control (46 PTP), en el segundo pulso de inducción su rendimiento fue de 153 % (76 

PTP) con respecto a la misma condición en el primer pulso y 139 % con respecto a la 

condición control en el segundo pulso; manteniendo una tendencia a la baja en el 

tercer pulso de las 3 condiciones [Figura 5]. 

 

 

 
Pulso de inductor 

 
1er Pulso (72h) 

PTP (%) 

2do Pulso (144h) 

PTP (%) 

3er Pulso (216h) 

PTP (%) 

Control 21.33 (100%) 

**** 

54.55 (100%) 

**** 

28.66 (100%)  

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%)  

ns 
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Figura 5. Promedio de partículas tipo plaquetas producidas por cada 

megacariocito sembrado. Cuantificación posterior a cada pulso de inducción (1ro, 

72h; 2do, 144h; 3ro 216h), cantidad ajustada a cada megacariocito sembrado 

proveniente de MEG-01. (**** p<0.0001; *** p<0.001; ns: valor no significativo) 

 

En condición 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 los tres pulsos de inducción.  

 

Megacariocitos maduros por condición 

 

Se cuantificó la proporción de megacariocitos maduros obtenidos bajo cada pulso 

bajo cada condición, se encontró una mayor proporción de diferenciación en 

tratamiento con Trombopoyetina posterior al primer pulso. Se mantuvo un 

comportamiento similar de diferenciación en el primero y segundo pulso, no obstante, 

después del tercer pulso, la proporción de células diferenciadas fue similar entre 

ambos tratamientos.  [Figura 6, demostrativo, muestra insuficiente (n=2)]. 
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Figura 6. Cuantificación de megacariocitos maduros. V: AVP, T: TPO. 

Cuantificación de megacariocitos en cada pozo, posterior a cada pulso de inducción 

(1ro, 72h; 2do, 144h; 3ro, 216h), mediante medición de absorbancia (UA: Unidades 

Arbitrarias). 

Caracterización de células CD41+ mediante citometría de flujo 

  

Se caracterizaron las células CD41+, previamente se ajusto la condicición de tamaño 

y granularidad, como control del experimento se utilizaron plaquetas de donador sano. 

En la condición MEG-01 control, el 60 % de las PTP fueron CD41+; en condición TPO, 

el 63 % de estas PTP fueron CD41+, mientras que en la condición VPA, el 80 % de 

las PTP fueron CD41+, conservando granularidad y tamaño similar a las plaquetas 

Control. [Figura 7]. 
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Figura 7. Caracterización de plaquetas CD41+ mediante citometría de flujo.  

Posterior al tercer pulso de inducción, se marcaron las plaquetas obtenidas y se 

realizó el marcaje de CD41 con AlexaFluor488. Panel a): Donador sin marcar, 

fluorescencia basal. Panel b): plaquetas de donador marcadas con anti-CD41 (99.34 

% plaquetas positivas). Panel c): plaquetas derivadas de MEG-01 (control de 

estimulo) marcadas con anti-CD41 (60.71 % partículas tipo plaquetas positivas). 

Panel d): plaquetas derivadas de MEG-01 tratadas con TPO marcadas con anti-CD41 

(63.55 % partículas tipo plaquetas positivas). Panel e): plaquetas derivadas de MEG-

a) b) 

c) d) 

e) 
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01 tratadas con VPA marcadas con anti-CD41 (80.68 % partículas tipo plaquetas 

positivas).  

Pruebas de agregación de partículas tipo plaquetas 

Con la finalidad de evaluar la funcionalidad de las PTP, estas fieron tratadas con 

cloruro de calcio a 50 mM. El resultado de esta prueba evidenció, en el control y los 

tratamientos, la agregación de las partículas tipo plaquetas, con mayor densidad en 

las condiciones tratamiento respecto al control, sin embargo, en los tres casos hubo 

agregación. Por tanto, se demuestra que las partículas tipo plaquetas son plaquetas 

funcionales con capacidad de activarse y agregarse [Figura 8].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Pruebas de agregación mediante CaCl2. Se realizaron pruebas de 

formación de trombo mediante agregación de Cloruro de calcio [50mM]. A) Plaquetas 

obtenidas DONADOR; B) Plaquetas aisladas de MEG-01 CONTROL; C) Plaquetas 

aisladas de MEG-01 posterior a inducción con AVP; D) Plaquetas aisladas de MEG-

01 posterior a inducción con TPO. 

A) B) 

C) D) 
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Análisis de troncalidad de células de cáncer de páncreas entrenadas por 

plaquetas 

 

Se realizaron análisis de genes de troncalidad para establecer el modelo de plaquetas 

educadas por tumor. En el caso de la línea celular de páncreas (BxPC-3) en cocultivo 

con las plaquetas derivadas de donador, hubo un incremento en la tasa de cambio de 

la expresión génica (SOX2, NANOG, OCT4). En el caso de la línea celular de 

páncreas (BxPC-3) en cocultivo con las plaquetas derivadas de MEG-01 hubo un 

incremento en la expresión de los genes de troncalidad, comportamiento similar al 

que sucedió con plaquetas derivadas de donador. Sin embargo, al comparar los 

resultados de la exposición a las plaquetas de donador versus exposición a las 

plaquetas de  MEG-01, no existió cambios en el patrón de expresión, ni hubo 

significancia estadística al analizarlos. Demostrando que las plaquetas de MEG-01 

pueden ser usadas en un modelo de plaquetas educadas por tumor al ser 

indistinguibles con respecto a las plaquetas de donador [Figura 9].  
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Figura 9. Genes de troncalidad. Células BxPC-3 expuestas a plaquetas. Panel a): 

células de cáncer en cocultivo con plaquetas de donador, control (C) versus plaquetas 

educadas por tumor (PET). Panel b): células de cáncer en cocultivo con plaquetas 

derivadas de línea celular MEG-01, Control (C) versus plaquetas educadas por tumor 

(PET). Panel c): Comparación entre células expuestas a plaquetas derivadas de 

donador (D) versus plaquetas derivadas de MEG-01 (M).  (** = p<0.005; ns = valor no 

significativo)  
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DISCUSIÓN 

 

Las plaquetas son células fundamentales a nivel inmunológico y hemostático, y su 

estudio representa un área de oportunidad en la investigación básica, principalmente 

por su asociación con el cáncer, tal es el caso de las plaquetas educadas por tumor. 

Sin embargo, la obtención 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 flebotomía. Por otra parte, puede 

presentarse variabilidad fenotípica, generando dificultades en la estandarización de 

las técnicas y generando sesgos en su estudio; por tanto, este trabajo aborda la 

búsqueda de alternativas viables para la producción de plaquetas in vitro (derivadas 

de la linea celular MEG-01) producidas por medio de inductores con un método 

estandarizado. 

 

Hasta ahora, la producción de plaquetas en modelos in vitro posee limitaciones 

metodológicas debido al uso de materiales complejos y costosos, además de la 

obtención de un número limitado de partículas tipo plaquetas (PTP) en comparación 

con métodos convencionales de obtención de plaquetas (flebotomía). Matsunga y 

colaboradores reportaron trombopoyesis in vitro en células CD34+ de cordón 

umbilical, inducidas por TPO con rendimiento de 4-5 PTP por cada megacariocito 

(MK) en 5 días; 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, reportaron un rendimiento 

neto de 0.6-2 plaquetas cada 24 horas por cada MK (47), sin embargo, este 

experimento implica costos elevados para producción mínima de plaquetas (61). 

 

Como innovación técnica, Fujiyama y colaboradores indujeron trombopoyesis con 

xenoinjerto a médula ósea de porcino in vivo, obteniendo 2-5 plaquetas por MK en 3 

horas; esta técnica implica recursos humanos y personal especializado, además de 

materiales costosos, lo cual dificulta el proceso de producción. Otro método complejo 

fue propuesto por Yukitaka Ito y colaboradores, reportando una producción 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 activación por turbulencia y de este modo 

el rendimiento de las plaquetas por MK no es efectivo (62), además de no ser viable 

debido al alto costo que representan los recursos materiales necesarios para su 

producción y mantenimiento, siendo así una herramienta poco factible para la 

producción de plaquetas in vitro. En contraste con los antecedentes de producción 

plaquetaria in vitro, los resultados de este proyecto muestran una inducción efectiva 

mediante TPO y VPA, con un método de inducción por pulsos (72h, 144h, 216h). 

Ambos inductores fueron capaces de generar PTP, con el AVP se obtuvo un 

rendimiento similar en el primer y segundo pulso, mientras que en el segundo pulso 

de inducción con TPO se obtuvo un mayor rendimiento de PTP con respecto al control 

de MEG-01, siendo este último el mejor candidato para inducción de trombopoyesis 

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

 

Debido a las diferencias de rendimiento entre los métodos previamente descritos y el 

propuesto actualmente, los resultados de este proyecto representan una alternativa 

accesible, sin necesitar de un procedimiento invasivo y con bajo costo de producción, 

además de no requerir de algún equipo especializado para los procesos quirúrgicos, 

ni el empleo de especímenes para ensayos in vivo, en el caso de TPO se obtuvo un 

rendimiento de hasta 80 PTP por MK, dando como resultado más de 26 PTP por MK 

sembrado, cada 24 horas durante 3 días. Por otro lado, en condición VPA hubo 

rendimiento de >40 PTP por MK, lo cual representa más de 13 PTP por MK sembrado 

cada 24 horas durante 3 días.    

 

Aunado a la producción de PTP, los megacariocitos inducidos con AVP o TPO 

mantienen un comportamiento similar a lo largo de los pulsos de inducción; posterior 

al primer pulso de inducción se presentó un mayor número de MK maduros, mientras 

que posterior al segundo pulso de inductor se encontró decremento mínimo en AVP 

y TPO; al transcurrir el tercer pulso de inductor, la proporción de MK maduros 

disminuyó abruptamente, lo cual corresponde al agotamiento por producción de PTP 

(endomitosis). 

 

Para demostrar la funcionalidad de estas PTP, se han realizado pruebas de 

agregación, mientras que para su caracterización se realizó reconocimiento de 

antígenos de superficie (CD41+). En 2018 Kotha y colaboradores desarrollaron un 
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modelo de microambiente de médula ósea para trombopoyesis in vitro con células de 

cordón umbilical 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 expresión 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 condición tratamiento con AVP se obtuvo 80% de PTP que 

fueron CD41+, siendo esta última la inducción más efectiva, lo cual demuestra que 

pese a que existe menor producción de PTP en condición AVP, hasta el 80% de estas 

PTP son plaquetas. Aunado a este resultado, se realizaron pruebas funcionales de 

coágulo, evidenciando que las PTP tienen la capacidad de activación y agregación 

similar a las plaquetas controles (donador sano, MEG-01). Las plaquetas derivadas 

de la línea celular MEG-01 poseen marcadores de superficies propios de plaquetas, 

así como funciones características de estas células, lo cual abre la posibilidad de 

generalizar su producción y además ser usadas en ensayos experimentales.  

 

La falta de un método estandarizado de producción de plaquetas permite proponer la 

aplicación y el uso de las plaquetas derivadas de la línea celular MEG-01 al ser áreas 

poco exploradas, además de que Díaz-Blancas y colaboradores han sugerido que el 

comportamiento de las plaquetas derivadas de MEG-01 es símil a plaquetas 

derivadas de donador sano (7). Partiendo de ello, se estableció un modelo de 

plaquetas educadas por tumor; de este modo, se realizaron pruebas para analizar la 

expresión de genes asociados a troncalidad (NANOG, SOX2, OCT4), y como 

resultado encontramos un patrón reportado previamente, caracterizado por un 

incremento en la expresión génica troncal de las células de cáncer utilizando 

plaquetas aisladas de donador sano obtenidas mediante flebotomía. Sin embargo, 

con este modelo se demuestra la capacidad de las plaquetas obtenidas de la línea 

celular  MEG-01, para incitar la misma respuesta de genes de troncalidad  en las 

células de cáncer de páncreas. Asimismo, al analizar los resultados de proporción 

troncal en células BXPC-3 posterior a la exposición con plaquetas derivadas de 

donador sano y plaquetas derivadas de la línea celular MEG-01, presentaron el mismo 

patrón, además de no existir diferencias significativas entre ellas, abriendo camino a 

la propuesta de la utilización de plaquetas derivadas de MEG-01 para estandarizar 
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los procesos de obtención de plaquetas y de esta manera eliminar la variabilidad 

fenotípica en un modelo de plaquetas educadas por tumor.    
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CONCLUSIÓN 

 

Este proyecto cumple con el objetivo planteado, el cual se basa en crear una 

estrategia de producción de plaquetas in vitro para implementar un modelo de 

plaquetas educadas por tumor. Mediante los inductores de trombopoyesis probados 

en este proyecto (AVP y TPO) se ha demostrado un incremento en la producción de 

plaquetas funcionales derivadas de MEG-01, con características semenjantes a las 

obtenidas de muestras de donador. Esto permitió desarrollar un modelo de plaquetas 

educadas por tumor que podrían ser útiles para el estudio de los mecanismos 

moleculares, interacciones celulares y la respuesta de las células tumorales a la 

exposición con plaquetas; eliminando la variabilidad fenotípica y las limitantes 

metodológicas al extraer plaquetas de un donador sano. Este modelo es asequible 

dado que los recursos materiales, humanos y consumibles son pocos en comparación 

con otros modelos de producción in vitro de plaquetas.   

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



 

 

59 
 

PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES 

 

-Entrenamiento de líneas celulares de otros tipos de cáncer (mama, hígado, cérvix) 

con plaquetas derivadas de la línea celular MEG-01 inducidas mediante AVP y TPO 

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

 

-Inducción de exosomas en las plaquetas derivadas de la línea celular MEG-01 para 

su empleo en el cierre de heridas de modelos in vivo 

 

-Secuenciación y caracterización de microARN de los exosomas de plaquetas 

derivadas de la línea celular MEG-01 

  

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



 

 

60 
 

GLOSARIO  

 

ANGIOGÉNESIS: Formación de vasos sanguíneos nuevos a partir de vasos 

sanguíneos preexistentes 

BLANCO TERAPÉUTICO: Sitio de acción del tratamiento  

CÁNCER: Entidad etiopatogénica compleja, proceso maligno de proliferación celular 

anormal 

CÉLULA TRONCAL: Célula capaz de dividirse indefinidamente y que posee la 

capacidad de dar origen a distintos linajes celulares 

DESDIFERENCIACION: Involución del fenotipo celular a un estado anterior 

indiferenciado 

EPIGENÉTICA: Estudio de las modificaciones genéticas que afectan la expresión o 

represión génica sin modificar la secuencia de DNA 

EXOSOMAS: Vesículas extracelulares liberadas por células eucariotas, pueden 

contener material genético 

HEMATOPOYESIS: Proceso de diferenciación de las células sanguíneas 

LÍNEA CELULAR: Población celular mutada, las cuales proliferan indefinidamente 

MESÉNQUIMA: Porción orgánica funcional, tejido primitivo mesodérmico 

MICROBIOMA: Microorganismos como virus, hongos y bacterias presentes en un 

entorno específico  

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

malignas 

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

PRONÓSTICO: Probabilidad de recuperación, recaída o subsecuencia de la 

enfermedad  

PRUEBAS CLÍNICAS: Estudios clínicos en fase experimental con seres humanos 

SOBREVIDA: Probabilidad de sobrevivir hasta un determinado tiempo posterior a la 

enfermedad 

TRANSDIFERENCIACION: Metaplasia o el cambio morfológico a nivel tisular debido 

al cambio de un fenotipo celular a otro 

VASCULOGÉNESIS: Formación de vasos sanguíneos partiendo de células 

progenitoras 
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