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ABREVIATURAS

7-AAD: 7-Aminoactinomicina D

Ac: Anticuerpo.

BSA: Seroalbumina Bovina.

CD (cluster of differentiation): Grupo de diferenciacion. Ej: CD34, CD41, CD61.
CMH: Células madre hematopoyéticas.

CU: Cordon umbilical.

EDTA: (Ethylenediaminetetraacetic acid): Acido etilendiaminotetraacético.
FITC (Fluorescein IsoThioCyanate): Isotiocianato de fluoresceina.

GP: Glicoproteina.

HLA: Antigeno de leucocitos humanos.

ISHAGE: International Society for Hematotherapy and Graft Engineering.
MK, MKs: Megacariocito, megacariocitos.

MO: Médula Gsea.

PE: Ficoeritrina.

PerCP (PERIidinin Chlorophyll Protein): Proteina peridina clorofila.
SMD: Sindrome mielodisplasico.

SP: Sangre periférica.

SPM: Sangre periférica movilizada.

SFB: Suero Fetal Bovino.

TPO: Tombropoyetina.

VEs: Vesiculas extracelulares.



RESUMEN

Los megacariocitos (MKs) son las células responsables de la produccion de
plaquetas, células sin ndcleo con diversidad de funciones. Para producir
plaquetas, los MKs sufren un proceso de diferenciacién y maduracién, en el
cual las divisiones nucleares no son seguidas de las correspondientes
divisiones citoplasméticas. En consecuencia se producen células poliploides
multinucleadas de gran tamafio como resultado de la expansion del citoplasma
celular. Esto se consigue mediante un proceso denominado endomitosis, en
donde los MKs son los Unicos en utilizar este mecanismo como estructura
funcional normal. La endomitosis es una variedad de endoduplicacion, proceso
observado frecuentemente en las células neoplasicas; donde muchos de los
mecanismos implicados en estos procesos son desconocidos. Como producto
de la formacion y organizacion de husos mitoticos multipolares, existe una
segregacion asimétrica y asincronica de los cromosomas en cada nucleo. Todo

esto conlleva a que el MK sea un modelo particular de estudio.

La relativa escasez de MKs en la médula 6sea (MO) (0.03-0.05%) ha
dificultado su estudio in vivo, por lo que ha sido necesaria la implementacion de
metodologias de amplificacion in vitro como son los cultivos celulares a partir
de precursores CD34+. CD34 es una glicoproteina de membrana presente en
precursores hemato como extrahematopoyéticos. CD41 y CD61 componen el
complejo llla/lib presente en la superficie de los MKs y las plaguetas. En la
megacariopoyesis la pérdida de CD34 y la adquisicion de algunos complejos
proteicos como CD41/CD61 indican la diferenciacién y maduracion de los MKs.

La desaparicion de CD34 en los progenitores megacariociticos se asocia a una
8



transicion de una fase proliferativa a una no proliferativa, proceso crucial de las
células madre. Sin embargo, la forma en que CD34 deja de expresarse es

mayormente desconocida.

Este trabajo propone profundizar en el conocimiento de los cambios
citomorfolégicos durante la megacariopoyesis humana, y en la expresion de
CD34, CD41, CD61. Se estudiara ademas, el comportamiento del citoesqueleto
celular. Para alcanzar los objetivos propuestos se pusieron a punto las técnicas
que permitieran el reconocimiento de los MKs utilizando aspirados y biopsias
de MO de pacientes con patologias extrahematopoyéticas y con Sindrome
Mielodisplasico 5qg- aislado. Posteriormente, se realizaron cultivos celulares de
poblaciones enriquecidas de células CD34+ en medio de cultivo libre de suero,
de cinco donantes humanos sanos en presencia de trombopoyetina humana. El
desarrollo de la megacariopoyesis se analiz6 desde el primer dia hasta el dia
14 mediante el uso de diferentes aproximaciones microscopicas y citometria de
flujo. Por ultimo se realizé la extraccion del ARN de los MKs obtenidos de 3 de
los 5 donantes y se realizd la secuenciacidon masiva por Next Generation

Sequencing (NGS).

Al dia 3 de iniciado el cultivo un gran porcentaje de células (Xx=55%)
presentaban una estructura peculiar a la cual denominamos como protrusion.
Esta estructura fue detectada en un porcentaje mayor (x=85%) en el dia 5,
donde fue registrado el pico maximo. Dichas protrusiones dejaron de ser tan
evidentes a partir del dia 7 y hasta el final de los cultivos. Un hallazgo
novedoso fue constatar la colocalizacion de la protrusion con la sefial de CD34,

de tal manera que en el dia 3 la marcacion de CD34 se visualizaba en toda la
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célula y en la protrusién. En cambio, al dia 5 la sefial de CD34 se visualizaba
exclusivamente en la protrusion y al dia 7 practicamente desaparecia la sefial
junto con la protrusion. Se evidencid, también, un rearreglo en la actina F del

citoesqueleto la cual aparentemente soportaba esta estructura.

Es la primera vez en nuestro pais que: a) se realizaron cultivos celulares de
MKs humanos obtenidos de precursores de MO, b) se analizo la diferenciacion

megacariocitica utilizando citometria de flujo.

Es de destacar que es la primera vez que se reporta: a) asociacion entre una
prolongacion de precursores hematopoyéticos con un antigeno de membrana;
b) que se analizan algunos estadios de la megacariopoyesis utilizando
microscopia de fuerza atomica; y ¢) que se obtuvieron datos de secuenciacion
masiva de MKs humanos.

Hemos demostrado que durante la megacariopoyesis CD34 es eliminado de la
membrana celular mediante un proceso muy peculiar el cual requiere

profundizar en su conocimiento para determinar su relevancia biolégica.
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I.- INTRODUCCION

I.1.- HEMATOPOYESIS

Todos los componentes sanguineos deben mantener una concentracion vy
namero 6ptimo para que los procesos biologicos puedan llevarse a cabo de
manera eficiente. Cualquier alteracibn se manifiesta en un incorrecto
funcionamiento de alguna estructura u érgano, como también en la expresion
de diversas patologias de variada etiologia. La hematopoyesis, que literalmente
significa fabricacion o produccién de células sanguineas, es el mecanismo
fisiologico responsable de la formacién continuada de los distintos tipos de
elementos formes de la sangre; permitiendo mantener una férmula sanguinea
dentro de los parametros normales a lo largo de toda la vida del individuo
(Florensa et al., 2001). Se estima que un individuo sano adulto produce por dia
aproximadamente 10''-10'? células, pudiendo aumentar los niveles cuando
aumenta la demanda sanguinea. La necesidad de producir a diario las ingentes
cantidades de células en la médula 6sea (MO) a la misma velocidad que se
destruyen (principalmente en el bazo) para mantener la homeostasis es
sorprendente. Este proceso constituye uno de los paradigmas bioldgicos de la
diferenciacion celular de modo que a partir de un unico tipo de célula madre se
originan mas de diez linajes sanguineos. Una pequefia poblacion de células
progenitoras mantiene la hematopoyesis durante toda la vida del individuo
adulto, ya que las células maduras suelen tener una vida media reducida.

(Orkin'y Zon, 2002; Rieger y Schroeder, 2012).
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En los mamiferos, durante la etapa embrionaria y fetal, el sistema
hematopoyético se desarrolla en diferentes localizaciones anatomicas.
Posteriormente, se desarrolla la hematopoyesis extraembrionaria en la cual las
células madre hematopoyéticas (CMH) se forman a partir del saco vitelino y en
este periodo, la hematopoyesis se caracteriza por quedar restringida a la serie
eritroide. A partir de la semana 11 de la gestacion en humanos se instaura la
hematopoyesis medular, el cual es el 6érgano hematopoyético definitivo. Se
puede considerar a la MO como un tejido blando contenido en un estuche 6seo
gue cede células hematopoyéticas maduras a la circulacién segun una pauta
adecuada. La mayoria de estas células completan su maduracién en el arbol
vascular o en los tejidos. En el humano adulto la hematopoyesis normal esta
regulada por mecanismos de gran complejidad, en los cuales las células
interaccionan entre si, con su microambiente, con factores de crecimiento y con

la matriz extracelular (Florensa et al., 2001; Rieger y Schroeder, 2012).

Se sabe que existe una célula madre pluripotente con capacidad de
proliferacion, diferenciacion y auto-renovacion, denominada célula madre
linfomieloide. A partir de esta célula surgen la célula progenitora linfoide y la
progenitora mieloide, generandose asi los dos grandes linajes celulares

sanguineos (Florensa et al., 2001).

I.2.- CELULAS MADRE HEMATOPOYETICAS

Las CMH son las células madre mas estudiadas en la actualidad. Al igual que
otras células madre tienen la capacidad de auto-renovarse al tiempo que
pueden diferenciarse para dar lugar al resto de las células del sistema

hematopoyético. Mientras que las células sanguineas maduras se producen a
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una velocidad de mas de un millon de células por segundo, en el ser humano
adulto en condiciones normales, la mayor parte de las CMH permanecen
principalmente en la fase GO del ciclo celular. Esta capacidad resulta ser un
fendmeno celular de gran relevancia, en el cual la célula puede dividirse dando
lugar a dos células hijas de las cuales al menos una de ellas es capaz de
mantenerse en un estado indiferenciado y metabdlicamente quiescente.
Gracias a esta propiedad las CMH son capaces de generar y mantener todo el
sistema hematopoyético a partir de un anico tipo celular durante toda la vida de
un individuo. La interrupcién de los mecanismos de control subyacentes puede
conducir a la degeneracion o expansion del pool de CMH, proceso que ocurre
en la leucemia o que puede ocurrir después de la irradiacion. Por tanto, es muy
importante desvelar los mecanismos que rigen la decision de auto-renovacién
frente a la diferenciacion en la biologia de las CMH (Mera Reina et al., 2007,
Giebel y Brung, 2008; Seita y Weissman, 2010; Dominguez Pantoja et al.,

2015).

Estas células se pueden clasificar de dos maneras: i) Segun el tejido de origen
en células madre embrionarias o0 adultas i) Segun su potencial de
diferenciacion en células totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales y
unipotenciales. Las células totipotentes son aquellas capaces de dar origen a
un organismo completo y a un tejido extraembrionario; las células madre
pluripotentes producen células derivadas de cualquiera de las tres capas
embrionarias, mesodermo, endodermo y ectodermo. Las células multipotentes
generan todos los tipos celulares derivados de una sola capa embrionaria

(Mera Reina et al., 2007; Dominguez Pantoja et al., 2015).
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En seres humanos adultos, las CMH se encuentran fundamentalmente en la
MO (0.5 al 3%), en menor porcentaje en el cordén umbilical (CU) (0.1 al 0.5%)
y en sangre periférica (SP) (0.01 al 0.2%). A pesar que la MO, la SP y el CU
son fuentes adecuadas para su obtencion, la cantidad de células aisladas es
muy limitada lo que imposibilita su uso a gran escala, de ahi la necesidad de
implementar métodos para expandir las mismas. Las dos metodologias mas
utilizadas para ese fin son la movilizacion hacia la periferia con el uso de
drogas y la amplificacion utilizando cultivos celulares. En 1978, Schofield
considerdé que el nicho o microambiente de la MO en el cual se localizan las
CMH juega un rol fundamental en la regulacion de la auto-renovacion y
diferenciacion; capacidad regulada por diversas citoquinas. En la actualidad se
han aportado nuevos conocimientos en relacién al nicho de las CMH. Este
nicho es incluso capaz de adaptarse a situaciones de estrés hematopoyeético.
Por lo tanto, el conocimiento de los mecanismos subyacentes a la
diferenciacion como la autorenovaciéon y el conocimiento del microambiente en
el cual se desarrollan es de suma importancia para la comprensién de la
biologia de estas células (Schofield, 1978; Zhang et al., 2003; Ema et al., 2006;
Mera Reina et al., 2007; Xie et al., 2009; Dominguez Pantoja et al., 2015;

Crane et al., 2017; Asada et al., 2017).

Las CMH de la MO del adulto tienen una capacidad de diferenciacién enorme,
siendo capaces de realizarlo hacia distintos linajes celulares (hemato y
extrahematopoyéticos). En la actualidad no es posible la identificacion ni el
aislamiento de los precursores totipotentes de forma prospectiva con una

certeza o pureza absoluta. Aunque aun queda mucho por conocer sobre estas
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células, para la realizacion de trasplantes de MO se utiliza con éxito un pool de
células que expresan el antigeno de membrana CD34 en las cuales hay CMH
como precursores. La implementacion de nuevas estrategias de trasplante
apoya la cinética de injerto rapido con menos posibilidades de recaida de
leucemia y disminucién del tiempo de hospitalizacién. Cada dia son mas los
estudios realizados sobre CMH dado que pueden mantener su caracter
primitivo cuando son manipuladas en el laboratorio, preservando su capacidad
de proliferacion y diferenciacibn in vitro hacia todos los linajes
hematopoyéticos. Expresan CD34, contra el cual se han obtenido diversos
anticuerpos monoclonales (Burt, 1999; Mera Reina et al., 2007; Singh et al.,

2012; Dominguez Pantoja et al., 2015).

I.3.- ANTIGENO DE MEMBRANA CD34

Las CMH expresan el antigeno de membrana CD34, el cual es un miembro de
la familia de proteinas que incluyen otras dos moléculas denominadas
Podocalyxin y Endoglycan (Figura 1). Es una fosfoglicoproteina transmembrana
de cadena simple, con un peso molecular aproximado de 110 kD identificada
por primera vez en 1984 en células madre y progenitores hematopoyéticos
inmaduros. (Civin et al., 1984; Katz et al., 1985; Singh et al., 2012). Se la ha
encontrado también expresada en células endoteliales de vasos pequefios
(Fina et al., 1990), en fibroblastos embrionarios (Brown et al., 1991), tejido
adiposo (Suga et al., 2009) y células madre mesenquimales (Peister et al.,
2004; Mosna et al., 2010). Posee un dominio extracelular, una unica hélice
transmembrana y una cola citoplasmica. El ligando mas cominmente descrito

para CD34 es L-selectina (CD62L), sin embargo, la proteina adaptadora CrkL,
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conocida para la regulacion de adhesion, también se une a CD34. Es
expresada selectivamente en la membrana celular de progenitores
hematopoyéticos linfoides y mieloides y en células endoteliales, y en la
actualidad se ha detectado en progenitores epiteliales y del estroma (Civin et

al., 1984; Felschow et al., 2001; Nielsen et al,. 2008; Singh et al., 2012; Sidney

et al., 2014).
Endoglycan
Podocalyxin
/_/‘N—\’/? cD34 TSS0-P-
f o T | T
0 Endoglycan COURINGEG S WGALMOGRED PED SOV
N-temming eenced rod e regen Podocalyxin LNGELGOSH - - IVPLDNLYT -KDDLD -
cp3d ROAGRNGTG - - QATSRNGH - SARQH -
meé cons e OF ’ === (b)
) ™ Globder Pmmh [ Mg Doman | Ght it Doraie | TN | Oyt s ifComain |
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Figura 1.- Estructura de la proteina CD34. (a) Modelo tridimensional predictivo de la
proteina CD34 humana mostrando diferentes regiones estructurales (b) Alineacion
secuencial multiple del dominio citoplasmatico de CD34 con regiones de la cola
citoplasmica humana de Podocalyxin y Endoglycan, revelando un alto grado de
conservacion de secuencias (rojo) (c) Similitudes en el dominio estructural entre la
familia de proteinas CD34 (Tomado de Singh et al., 2012).

A pesar de las enormes utilidades clinicas de CD34 poco se sabe sobre su
funcion. Se lo ha relacionado con la inhibicion o la facilitacion de la adhesion, la
proliferacion celular y la regulacién de la diferenciacion (Furness y McNagny,
2006; Nielsen y McNagny, 2008; McNagny y Nielsen, 2009). Existe una
correlacion entre la plasticidad celular, la expresion y la pérdida de CD34, junto
con otros antigenos de superficie celular, lo que sugiere el compromiso de la

célula progenitora en mantenerse en un estado quiescente o activarse para
16



diferenciarse. A menudo la expresion de CD34 esta vinculada a una
proliferacion activa. El cultivo y la propagacion de células CD34+ presenta un
gran desafio ya que la optimizacion de las técnicas de cultivo, propagaciéon y
diferenciacion en muchos tipos de tejidos pueden presentar una fuente que
podria utilizarse en estrategias de medicina regenerativa (Nielsen et al., 2008;

Scherberich et al., 2013; Sidney et al., 2014; Ru et al., 2015).

En la megacariopoyesis la pérdida de CD34 y la adquisicién de CD41 y CD61
estdn asociadas a la transicion de una etapa proliferativa a una fase no
proliferativa (Figura 2); pero no se sabe demasiado hasta el momento (Debili et

al., 1992; Gonzalez-Villalba et al., 2010; Singh et al., 2012; Ru et al., 2015;

Nishinkii et al., 2017).

©-0-0-0-0-

CD34

Plaquetas

CD41/CDhé61

Figura 2.- Esquema del desarrollo de los megacariocitos (MKs). Las células madre
hematopoyéticas (CMH) evolucionan a un progenitor mieloide comun (PMC),
progenitor MK-eritroide coman (PME), progenitor MK (PMK), MK inmaduro (MKI), y por
tltimo a estadios de MK maduros con liberacion de plaquetas sobre la etapa final de la
maduracion. Se observa que CD34 disminuye y CD41/CD61 se incrementan durante
el desarrollo normal de los MKs. (Modificado de Ru et al., 2015 y Gonzalez-Villalba et
al., 2010).

I.4.- MEGACARIOPOYESIS Y TROMBOPOYESIS

La megacariopoyesis es el proceso por el cual las CMH se diferencian dando

lugar a megacariocitos (MKs) y la trombopoyesis el proceso de formacion y
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liberaciébn de plaquetas a partir de los MKs (Figura 3). Cada MK produce
aproximadamente 10* plaquetas; y por dia un adulto produce 10 plaquetas,
aunque la produccién puede ser incrementada 20 veces mas de acuerdo a la
demanda corporal (Florensa et al., 2001; Szalai et al., 2006; Kaushansky, 2008;

Serebruany et al., 2008).
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Figura 3. Esquema de la megacariopoyesis y la trombopoyesis. Las flechas
amarillas indican la expresion diferencial de determinadas proteinas expresadas a lo
largo de la megacariopoyesis y trombopoyesis, y las flechas verdes algunas citoquinas
estimulantes (Tomado de Szalai et al., 2006).
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1.4.1.- MEGACARIOCITOS

Por mas de dos siglos los MKs fueron considerados como células raras de la
MO. Recién en 1890, Howell acufia el téermino MK para caracterizar a este tipo
celular (Howell, 1890). Residen principalmente en la region de la MO
adyacente a las paredes sinusoidales, siendo una célula de gran talla en
relacion al resto de las células medulares. Su diametro oscila entre 30 y 80 um
y se pueden distinguir distintos estadios evolutivos: el promegacarioblasto, el
megacarioblasto, el promegacariocito, el promegacariocito granular formador
de plaquetas y el megacariocito desprendedor de plaguetas. En la serie
megacariocitica, a diferencia de lo que ocurre en el resto de las células
hematopoyéticas, ocurre el proceso de endomitosis (caso particular de
endoduplicacién). En él las divisiones nucleares no son seguidas de las
correspondientes divisiones citoplasmaticas, lo que conduce a la formacion de
células poliploides multinucleadas (hasta 64N), de gran tamafio a consecuencia
de la expansion del citoplasma celular. Asimismo, como producto de la
formacion y organizacibn de husos mitéticos multipolares, existe una
segregacion asimétrica de los cromosomas en cada nudcleo. Es de resaltar que
la Unica célula conocida hasta el momento que utiliza la endomitosis en su
estructura funcional normal es el MK. Sin embargo, se ha observado
frecuentemente la utilizacion de la endoduplicacion en células neoplasicas;
donde muchos de los mecanismos implicados en estos procesos son
desconocidos (Florensa et al., 2001; Roy et al., 2001; Mattia et al., 2002;
Deutsch y Tomer, 2006; Szalai et al., 2006; Kaushansky, 2008; Lee et al., 2009;

Gonzélez-Villalba, 2010; Huang et al., 2016).
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El estudio de la megacariopoyesis humana se ha visto obstaculizada por la
relativa escasez de MKs y colonias formadoras de MKs en la MO. El porcentaje
de MKs en la MO oscila entre el 0.03-0.05% lo cual no proporciona un numero
adecuado para el estudio de estas células. Este hecho ha conducido a que en
las ultimas décadas se haya estudiado la produccién de MKs y plaquetas en
cultivos celulares de diferentes fuentes de progenitores, como la sangre del
cordén umbilical (CU), MO o sangre periférica movilizada (SPM) (Guerreiro et
al., 1995; Ayala et al., 1996; Schulze y Shivdasani, 2005; Szalai et al., 2006).
Sin embargo, se han descrito y demostrado diferencias cuali y cuantitativas
dependiendo del origen de dichos progenitores (Hao et al., 1995; Kim et al.,
1999; Kanamaru et al., 2000; van den Oudenrijn et al., 2000; Yasui et al.,
2005), incluyendo que los progenitores proveniente de la MO alcanzan niveles
de poliploidia mayores (64N) que aquellos provenientes del CU (8N) (Mattia et

al., 2002).

Hace ya muchos afios que se relaciona el mayor tamafio y los altos niveles de
ploidia de los MKs con la mayor produccion plaquetaria (Machlus y Italiano,
2013; Machlus et al., 2014). Sin embargo, se observé que el MK hipolobulado
del SMD 5¢g- aislado es normo o hiperproductor de plaquetas. Este hecho, si
bien no contradice estrictamente lo expuesto anteriormente, deja de manifiesto
la necesidad de caracterizar las ploidias megacariociticas en esta patologia
(Elbert 2009 y 2011; Starczynowski et al. 2010; Pintos y Cabrejo, 2010;
Greenberg et al. 2011, Boultwood et al. 2012). La gran dificultad para alcanzar
ese objetivo reside en la baja incidencia de este subtipo de SMD, y que el

diagndstico se realiza basicamente por técnicas citogenéticas las cuales, en la
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mayoria de los casos, requieren la utilizacion de toda la muestra e insumen
mas de una semana en la confirmacion del diagnéstico. Esto lleva a que la
viabilidad del excedente de muestra que podria emplearse en alguno de los
casos para llevar a cabo el correspondiente analisis no seria éptima. Sumado a
esto, el control evolutivo al cual es sometido el paciente es realizado después
de varios meses, y durante ese tiempo el paciente es tratado con buena
respuesta en la mayoria de los casos con lenalidomida (Saft et al., 2014; Wu et
al., 2013). Como consecuencia la muestra obtenida en el primer control
evolutivo tampoco seria adecuada para el estudio de ploidia dada la
disminucién en el porcentaje de MK hipolobulados debida a la buena respuesta

del paciente frente a lenalidomida (Alessandrino et al., 2008; Saft et al., 2014).

El SMD 5g- aislado presenta como sello distintivo y caracteristico la presencia
de un alto porcentaje de MKs hipolobulados (Elbert 2009 y 2011). Fue descrito
por primera vez en 1974 por Van den Berghe como el primer trastorno
hematolégico asociado con una deleccidon cromosOmica especifica y es la Unica
anomalia citogenética que define un subtipo especifico de SMD. Este sindrome
se caracteriza por una region deletada comun de aproximadamente 1,5
megabases que mapea en la banda intersticial q33. Se lo considera un
sindrome de buen prondstico que se presenta fundamentalmente en mujeres
en una relacion 2:1 respecto a los hombres (Boultwood et al. 1994, Mallo et al.
2001, Cazzola 2008, Giagounidis et al. 2008, Elbert 2009 y 2011, Sans-
Sabrafen et al. 2001, Starczynowski et al. 2010, Greenberg et al. 2011,
Boultwood et al. 2012). Esta caracterizado por una anemia macrocitica

refractaria severa, neutropenia variable y un conteo normal o alto de plaguetas

21



con displasia megacariocitica. El rasgo morfoldgico distintivo y de presencia
obligada es el hallazgo en la MO de un incremento significativo de MKs
hipolobulados que superan el 50% del total mientras que en los sujetos
normales no sobrepasan el 10%. El nUmero de mieloblastos es inferior al 5%
en la MO y menor al 1% en sangre periférica, con ausencia de bastones de
Auer. Por razones desconocidas aun, los pacientes con este tipo de SMD
tienen un prondéstico muy favorable; a menudo, viven por mucho tiempo y rara
vez desarrollan leucemia (Steensma y List 2005; Giagounidis et al., 2008;
Elbert 2009 y 2011; Olney y Le Beau 2009; Starczynowski et al.; 2010, Pintos y
Cabrejo, 2010; Hasserjian et al., 2008; Greenberg et al., 2011; Schanz et al.
2012; Boultwood et al., 2012; Saft et al. 2014).

La deleccion del brazo q del cromosoma asociada con el sindrome 5g- contiene

40 genes que codifican proteinas y genes que codifican microARNs (Figura 4).
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Figura 4.- Esquema de la deleccion del brazo largo del cromosoma 5 (Modificado
de Elbert 2009 y 2011).
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1.4.2.- PLAQUETAS

Las plaquetas son pequefias células (1 a 4 ym de diametro) que en el pasado
se descartaban como "el polvo de sangre", y fueron identificadas en 1881 por
Bizzozero (Bizzozero, 1881). Recién en 1906 Wright determiné que eran
fragmentos citopldsmicos derivados de los MKs (Wright, 1996; Kaushansky,
2008). EI MK maduro produce plaquetas por fragmentacién citoplasmatica que
se producen a través de un proceso dinamico y regulado, llamado formacion de
proplaquetas, que consiste en alargamientos pseudopodiales largos que se
rompen en cientos de plaquetas que circulan por todo el torrente sanguineo,
mientras que los nucleos restantes del MK son fagocitados por los macréfagos.
Si bien el desarrollo del MK se realiza en la MO la segmentacion de las
proplaquetas se da en la circulacién general y, sobre todo, en la pulmonar. La
vida media de las plaquetas es de sélo 5 a 10 dias, y las plaquetas viejas son
destruidas por la fagocitosis de los macréfagos en el bazo y por las células de
Kupffer en el higado. Hasta el 40% de las plaguetas se almacenan en el bazo
como reserva, y son liberadas cuando es necesario por las contracciones del
musculo esplénico inducidas por el sistema simpatico (Chang et al., 2007; Patel

et al., 2010; Reems et al., 2010; Balduini et al., 2011; Kaufman et al., 2015).

Las plaquetas son discos citoplasmaticos enucleados que circulan en sangre y
tienen un papel importante en la hemostasia, la trombosis, la inflamacion y la
biologia vascular. Se demostré que las plaguetas estan implicadas en otros
procesos como la fibrosis, la arteriosclerosis, la diabetes, asi como la
diseminacién de metastasis, entre otros (Ferroni et al., 2004; Morrell et al.,

2014; Dhule y Gawali, 2014; Labellea et al., 2014; Chatterjee y Geisler, 2016;
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Lee et al., 2016; Gerdes et al., 2016; Sol y Wurdinger, 2017). Mas aun, se ha
propuesto como biomarcador periférico de depresion, debido a mecanismos
similares de captura, almacenamiento y liberacion de serotonina, y de compartir
los receptores 5-HT2A presentes en las membranas de las neuronas
serotoninérgicas (Moreno et al.,, 2005; Piletz et al.,, 2016). Son también
requeridas transfusiones de plaquetas para prevenir las complicaciones
potencialmente mortales de la trombocitopenia grave que se observan en una
variedad de contextos médicos, incluyendo terapias contra el cancer,

traumatismo y sepsis (Deutsch y Tomer, 2006; Fletcher et al., 2015).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la transfusiébn de sangre salva
vidas y mejora la salud y calidad de vida, pero muchos pacientes que requieren
transfusion no  tienen acceso oportuno a sangre  segura

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs279/en/). Millones de plaguetas

son transfundidas cada afio en todo el mundo, pero su suministro es limitado.
Los grandes requerimientos de plaguetas en los Bancos de Sangre han hecho
gue la produccion de MKs o plaguetas hayan sido motivo de estudio en las
ultimas décadas. En este contexto, diferentes factores quimicos, bioldgicos y
fisicos han sido motivo de estudio para optimizar un protocolo en la obtencién
de estos dos tipos de células a partir de sus precursores. La mayor
comprension de la megacariopoyesis y de la trombopoyesis permitiria la
produccion de MKs y plaquetas suficientes para los requerimientos terapéuticos
(Kaushansky, 2008; Hatami et al., 2014;). La produccién ex vivo de plaquetas
humanas mediante el cultivo de precursores se ha seguido como una medida

alternativa para resolver las limitaciones en el suministro y la seguridad de los
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productos de transfusion de plaquetas actuales. El objetivo es identificar
instrumentos innovadores para estudiar mecanismos de liberacién de
plaguetas, enfermedades relacionadas con la produccion de plaguetas y
nuevas dianas terapéuticas a partir de células progenitoras humanas. El uso de
biorreactores que simulan fisicamente el ambiente in vivo y el descubrimiento
de factores que promueven la megacariopoyesis y trombopoyesis posibilitan la
obtencion de plaquetas competentes con una eficacia mejorada. La produccién
de plaguetas a partir de CMH también podria resolver las complicaciones
aloinmunitarias relacionadas con la transfusion a través de la fabricacion de
plaquetas autélogas compatibles con antigenos de leucocitos humanos (HLA).
Mas aun, pudiendo suprimir el HLA en las plaquetas se podria obtener un
producto universal que se pueda fabricar a nivel industrial para satisfacer la
creciente demanda actual (Sugimoto y Eto, 2017; Baigger et al.,, 2017; Di

Buduo et al., 2017).

1.43.- EACTORES IMPLICADOS EN LA MEGACARIOPOYESIS Y
TROMBOPOYESIS

La trombopoyetina (TPO) es el principal factor regulador de la
megacariopoyesis y también provoca la liberacion de las plaquetas, siendo
capaz de promover la diferenciacion megacariocitica in vitro. Actla en todas las
fases evolutivas de forma positiva, directa, sinérgica y aditiva con otros factores
hematopoyéticos. Su producciéon tiene lugar en el higado pero puede ser
sintetizado también en el rifidn y por las células estromales de la MO. Es una
proteina de 332 aminoéacidos y 95 kD de peso molecular que contiene dos
dominios proteicos: el primero de 153 aminoacidos, que es el biolégicamente

activo, se une al receptor cMpl para estimular las vias de sefalizacion que
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inducen la diferenciacion de las CMH en MK y plaquetas y posee alta
homologia con la eritropoyetina (EPO). El segundo de 178 amino&cidos es rico
en glacidos y es el responsable de mantener la estructura proteica. El gen
humano que codifica la TPO se encuentra en el brazo largo del cromosoma 3
(39g26-27). La TPO esta regulada por un mecanismo de retroalimentacion
negativa basado en los niveles de plaguetas, por lo que los altos niveles de
plaguetas resultan en niveles mas bajos de TPO, y viceversa (de Sauvage et
al., 1994; Guerriero et al., 1995; Deutsch y Tomer, 2006; Szalai et al., 2006;

Kaushansky, 2008; Liu et al., 2015; Nishinkii et al., 2017).

I.5.- MARCADORES ESPECIFICOS DE MEGACARIOCITOS Y
PLAQUETAS

En 1918, el pediatra suizo Eduard Glanzmann describio una serie de pacientes
con un trastorno hemorragico hereditario caracterizado por hemorragia
mucocutanea en la que el recuento plaquetario era normal, pero la funcion
plaquetaria, medida por la retraccion del coagulo, se veia afectada. El
denominé a este trastorno como trombastenia hemorragica hereditaria la cual
fue nombrada posteriormente como trombastenia de Glanzmann, introduciendo
el concepto de un trastorno plaquetario cualitativo. A continuacion, se reporto
gue los pacientes con trombastenia tenian tiempos de sangrado prolongados,
mientras que otros investigadores observaron que las plaquetas de los
pacientes tromboasténicos no se agregaban. Mas adelante, fueron
denominadas como las glicoproteinas lib (GPIIb o CD41) y llla (GPIllla o CD61)

a las proteinas deficientes 0 anormales en la trombastenia de Glanzmann.
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GPllb (140 kD) estd compuesta por una cadena pesada y una cadena ligera

(120 y 20 kD, respectivamente) unidas entre si por enlaces disulfuro la cual le
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Figura 5.- Estructura del complejo GPIlIb/llla. A la izquierda se puede apreciar un

esquema del complejo, en dénde se expone la regién de unién al ligando (Gawaz et

al., 1999); y a la derecha un modelo del complejo mostrando el cambio conformacional
producido por la unién al ligando (modificado de Coller y Shattil, 2008).

proporciona una estructura compacta, y junto con GPllla (95 kD) forman un
heterodimero dependiente de calcio (Figura 5). GPIlb y GPllla son sintetizadas
por separado en el reticulo endoplasmico, donde luego son transportadas al
aparato de Golgi para su posterior procesamiento. La necesidad que ambas
proteinas se completen para expresarse en la superficie celular de plaguetas y
MK ofrecid una explicacion para el enigma de que los pacientes con
trombastenia de Glanzmann tenian alteraciones en una u otra de dichas
proteinas (Nurden y Caen, 1974; Phillips y Agin, 1977; Gawaz et al., 1999;

Bellucci y Caen, 2002; Quinn et al., 2003; Coller y Shattil, 2008).

La pérdida de CD34 de los progenitores en la megacariopoyesis y la aparicion

de CD41 y CD61 se asocian con una transicion de una fase proliferativa a una
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no proliferativa, como asi también a la maduracién y poliploidizacion
megacariocitica (Debili et al., 1992; Gonzalez-Villalba et al., 2010; Arnold et al.,
2015; Ru et al, 2015). Ademas, en algunas leucemias la presencia de
porcentajes = 30% de MK CD34+ constituye una herramienta diagndstica
potencialmente util para distinguir entre la leucemia mieloide no aguda y la

anemia megaloblastica de no megaloblastica (Insuasti-Beltran et al., 2012).

Dada la falta de conocimiento que existe en este campo de investigacion como
se ha descrito en la introduccién, se analizar4 la megacariopoyesis humana in
vitro a partir de precursores movilizados de MO estimulados con TPO. Se
examinara la pérdida de CD34 y la adquisicion de CD41 y CD61, y se obtendra
una concentracion de células suficiente para realizar la extraccion de ARN.
Esto ultimo posibilitara la realizacion de la secuenciacibn masiva por Next-
Generation Sequencing (NGS). De esta manera se contard con el

transcriptoma de MKs humanos, el cual no se encuentra reportado.
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II.- PROBLEMA DE INVESTIGACION

La pérdida de CD34 y la adquisicion de CD41 y CD61 son indicadores de una
megacariopoyesis normal. Se propone profundizar en el conocimiento de la
megacariopoyesis humana tanto en los aspectos citomorfolégicos como en los

aspectos vinculados a la modificacion de estos marcadores inmunofenotipicos.
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III.- OBJETIVOS

IIL.1.- OBJETIVO GENERAL

Analizar y caracterizar la megacariopoyesis humana in vitro a partir de
precursores movilizados de médula 6sea utilizando diversos abordajes

metodoldgicos.

II1.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Poner a punto las técnicas a utilizar para la caracterizacion de la
megacaripoyesis humana in vitro utilizando aspirados y biopsias de médula

Osea.

2. Caracterizar citomorfologicamente la diferenciacion megacariocitica in vitro.

3. Analizar la expresion de CD34, CD41 y CD61 en la megacaripoyesis

humana in vitro.

4. Analizar el citoesqueleto de actina durante la megacariopoyesis.

5. Obtener los transcriptomas de los MKs diferenciados in vitro.
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IV.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Los estudios preliminares realizados en aspirados y biopsias de MO de
pacientes con SMD 5qg- aislado, y de pacientes con patologias
extrahematopoyeéticas (neuroblastomas y carcinomas) sin compromiso medular
han permitido la optimizacidn de las distintas técnicas de marcado para realizar
un preciso reconocimiento de los MKs. Las muestras fueron obtenidas de
individuos que concurrieron al Laboratorio de Técnicas Especializadas de la
AEPS para realizarse los andlisis hematologicos correspondientes. Las
diferentes alicuotas fueron extendidas en portaobjetos de vidrio y tefiidas
posteriormente con May Grinwald-Giemsa como se realiza para un
mielograma. Se realizé, ademas, la fijacién y permeabilizacion del material y se
utilizaron los anticuerpos, faloidina y DAPI para establecer las concentraciones

y condiciones de incubacién optimas.
IV.1.- CULTIVOS CELULARES DE MEGACARIOCITOS

Como se menciond en la introduccion, la escasez de MKs en la MO hace
necesaria la implementacion de metodologias que optimicen la amplificacion
megacariocitica disminuyendo los riesgos tanto para los pacientes como para
los donantes. Uno de los métodos mas utilizados es la realizacion de cultivos
celulares a partir de distintas fuentes de precursores, si bien aun queda mucho
por investigar para que esta metodologia sea adecuada para su utilizacion en

la medicina (Sugimoto y Eto, 2017; Guan et al., 2017).

Mediante una adecuada metodologia y manipulacién a partir de CMH se

pueden obtener MKs. Los MKs obtenidos pueden crioconservarse y por tanto
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serian adecuados como células productoras de plaguetas garantizando de esta
manera la disponibilidad de plagquetas en los Bancos de Sangre para la
poblacion necesitada. Sin embargo, el escaso conocimiento de los mecanismos
que controlan el proceso de desarrollo de los MKs y los mecanismos que rigen
la produccién de plaquetas dentro de la MO es una gran limitante para alcanzar
el objetivo antes mencionado. Para superar estas limitaciones, se han
desarrollado y estudiado modelos de tejidos humanos funcionales para
extrapolar los resultados ex vivo con lo que sucede in vivo en la MO. Hay
muchos desafios que estos modelos deben superar, desde imitar fielmente la
composicion fisiologica y las funciones de la MO, hasta la recoleccion de las
plaquetas generadas y la validacion de su viabilidad y funcién para uso humano

(Sugimoto y Eto, 2017; Baigger et al., 2017; Di Buduo et al., 2017).

Debido a que en la literatura cientifica existen variaciones metodoldgicas y no
existe precedente en el pais sobre cultivos celulares de MKs humanos fue
preciso llevar a cabo experimentos preliminares para definir las condiciones de
cultivo 6ptimas que permitieran la expansion y diferenciacibn megacariocitica.
Se llegd a establecer un protocolo que permite la amplificacion de un gran

namero de MKs como se detallard en materiales y métodos.

IV.2.- MEGACARIOCITOS Y CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo (CF) comenzoé su desarrollo en la década de los 60, y en
aguella época su aplicacion era casi exclusiva para el recuento y medida del
tamafo de las particulas en laboratorios de investigacion basica (Caunedo,
2004). Es una técnica que permite medir multiples caracteristicas fisicas de una

sola célula, tales como tamafo y granularidad simultaneamente a medida que
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las células de una poblacién heterogénea u homogénea fluyen en suspensién a
través de un dispositivo de medicion. Su potencial analitico reside
principalmente en la posibilidad de medir diversos parametros en millares de
células individuales en pocos segundos a través de la recoleccion de sefales
luminosas generadas por la interaccion de las células bajo investigacion con la
intensa iluminacion de uno o varios laseres. Las sefiales medidas pueden
derivar de colorantes o anticuerpos monoclonales dirigidos a moléculas en la
superficie celular o intracelulares, proporcionando uno de los mejores métodos
para el estudio de receptores proteicos. En general es empleada para recuento
de células, deteccion de biomarcadores y clasificacion celular (Jennings et al.,
1986; Monteiro et al., 2002; Saeys et al., 2016; Han et al., 2016; Adan et al.,

2017).

El bajo porcentaje de MKs en la MO no permite obtener un nimero adecuado
de células para determinadas investigaciones a partir de un aspirado de MO. El
estandar actual para la cuantificacién exacta del nimero de MKs en la médula
es el analisis inmunohistoquimico de secciones de MO con anticuerpos contra
antigenos de superficie de los MKs, incluyendo componentes de los complejos
de integrina CD41/CD61 (Gplib/llla) y CD42a-d (GPIX/GP1Ba/Gp1BBR/GPIV).
La inmunohistoquimica permite la identificacion de MKs a lo largo de su
maduracion y es ideal para el analisis de MKs grandes y fragiles mientras
permanecen inmovilizados en la médula ésea. La CF proporciona un método
para el andlisis de poblaciones de células debido a su rapidez, sensibilidad y
capacidad para realizar multiples mediciones cuantitativas en un gran nimero

de células individuales. Por lo tanto, es capaz de evaluar poblaciones de
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células raras incluso en mezclas complejas como es el caso de la MO. El
marcado de ciertas proteinas de membrana y la adquisicion de datos con esta
técnica proporciona gran utilidad para el conteo, la viabilidad y el estudio de la
diferenciacion megacariocitica. Por ultimo, cabe mencionar que una de las
dificultades que se ha encontrado para estudiar los MKs por CF es el de
disponer de un equipo que cuente con boquillas suficientemente grandes para
el paso de los MK y un programa adecuado para realizar una clasificacion de
células o particulas de gran tamafio (Jackson et al., 1994; Tomer et al., 1988;

Niswander et al., 2014; Gertz et al., 2017).

IV.3.- ANALISIS CITOMORFOLOGICO

El analisis citomorfolégico sobre la diferenciacion megacariocitica se llevo a
cabo utilizando microscopia 6ptica de luz (MOL) y microscopia laser confocal
(MLC) el cual permitio el analisis de los marcadores de superficie CD34, CD41
y CD61, y el citoesqueleto de actina. La utilizacion de diferentes clones de un
mismo anticuerpo permitio descartar errores artefactuales, ya que identifica
distintos epitopes del blanco en estudio. El uso de diferentes fluorocromos para
un mismo anticuerpo obedece a la necesidad de un multimarcado. En el
presente trabajo se requirid el uso de CD34-PE-Cy7 para formar un multipanel
de anticuerpos junto con CD41-PE y CD61-FITC en la adquisicion de datos por
CF. La principal ventaja en la utilizacion de MLC reside en que permite la
adquisicion de imagenes de buena calidad mediante técnicas de filtrado
espacial que eliminan la luz que proviene de planos fuera de foco permitiendo

controlar la profundidad del campo.

34



Para el analisis de la estructura celular a una mayor resolucion se utilizo la
microscopia de lluminacion estructural (SIM, Stuctural lllumination Microscopy)

y microscopia de fuerza atémica (MFA).

SIM se basa en un patrén de cuadricula que reside en una de las aperturas de
iluminacion para generar un campo de ondas de excitacion sinusoidal que
puede usarse para extraer informacion del plano focal de la imagen
(rechazando asi el desenfoque) (Langhorst et al., 2009; Karadaglic y Wilson,

2008; Barlow y Guerin, 2007).

El MFA es un instrumento mecano-6ptico que forma imagenes de las
superficies utilizando una sonda o micropalanca. Esta recorre la muestra
haciendo una exploracion linea por linea, escaneando la muestra en funcién de
la posicidon y de esta manera genera una imagen. Esta técnica permite obtener
imagenes topogréficas en 3D, hacer mediciones del orden de los nm, detectar
fuerzas de nN, hacer mediciones de visco-elasticidad y dureza de la muestra.
La punta de AFM se encuentra montada en una micropalanca, a la cual se le
hace incidir un laser, asi cada vez que la punta sube o baja debido a la
interaccion con la superficie que se encuentra analizando, la micropalanca
reflecta la desviacion del laser a un fotodetector y es interpretada por el
software generando una imagen. Este abordaje microscOpico no requiere
trabajar en condiciones de vacio, la muestra no requiere una preparacion
sofisticada y tampoco es necesario que la muestra a analizar sea conductora o

se encuentre recubierta (Eghiaian F, Schaap IA, 2011; Plodinec M et al., 2010).

La caracterizacion del citoesqueleto es una herramienta fundamental en el

estudio morfolégico de las células eucariotas, pudiendo reflejar informacion
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relevante del comportamiento celular. La faloidina se une selectivamente a la
actina-F impidiendo su polimerizacion, lo cual interfiere en las actividades
esenciales de las células, siendo un buen marcador para el estudio del

citoesqueleto en células fijadas.

IV.4.-SECUENCIACION MASIVA

Se solicitard la secuenciacion masiva en un servicio externo. La secuenciacién
sera pareada (lecturas de 100 pb), obteniéndose como minimo 20 millones de
lecturas mapeables de cada muestra. Las lecturas estaran libres de ARN
ribosomales para no generar ruido en el andlisis bioinformatico. Si bien ya se
ha obtenido el transcriptoma de las plaguetas reticuladas humanas, el

transcriptoma de los MKs humanos no se ha reportado aun.
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V.- MATERIALES Y METODOS

V.1.- MEDIOS DE CULTIVO, SOLUCIONES y ANTICUERPOS

V.1.1.- MEDIOS DE CULTIVO CELULAR Y ESTIMULANTES

» Stem Pro-34 SFM (1X): Medio de cultivo libre de suero para el

mantenimiento de células primarias hematopoyéticas (10640-019 Gibco)

suplementado con antibiéticos: penicilina (100 U/mL) y estreptomicina

(125 mg/mL).

» Nutrient Suplement: Suplemento de nutrientes el cual es adicionado al

medio de cultivo mencionado anteriormente (10641-025 Gibco).

» RPMI Medium 1640 (1X): Medio de cultivo para leucocitos normales y

neoplasicos. Con la adicion de algunos suplementos puede soportar el

crecimiento de otros tipos celulares (11875-093 Gibco).

» SFB (Suero fetal bovino): Suplemento de nutrientes de los medios de

cultivo para la proliferacion celular in vitro (16000-044 Gibco).

» Recombinant Human Trombopoietin: Principal factor estimulante de la

megacariopoyesis (PHC9514 Gibco).

V.1.2.- SOLUCIONES, TAMPONES Y REACTIVOS

» Phosphate Buffered Saline (PBS): Solucién amortiguadora de fosfatos

cuya composicion quimica es: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 100

mM, KH,PO4 2 mM; pH 7.2.

> BSA (Albumina de suero bovino): Proteina de gran tamafio presente

en el suero, rica en aminoacidos esenciales y compuestos con puentes
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disulfuro y grupos tiol (grupos azufrados). MACS BSA Stock Solution

1:20 (130-091-376 Miltenyi Biotec).

HSA (Albumina de suero humano): Principal proteina de la sangre que
se encuentra en gran proporcion en el plasma sanguineo (A1653

Sigma).

autoMACS Rinsing Solution: Se utiliza para la limpieza del sistema de
fluidos de los Sistemas de Separacion de Células MACS. En
combinacion con la solucion MACS BSA se utiliza como tampén de
separacion MACS optimo, libre de conservantes, que se puede utilizar

para la clasificacion de células. (130-091-222 Miltenyi Biotec).

4% PAF + 0.2% Triton: Solucion que posibilita la fijacion y

permeabilizacion de las células en estudio.

DAPI-glicerol: 50% de glicerol conteniendo 1 pg/mL DAPI (4',6-diamino-

2-fenilindol) que se intercala en el surco menor del ADN (Sigma).

Faloidina-Rodamina: Sonda de alta afinidad para F-actina conjugada
con tetrametilrodamina (TRITC). La faloidina es un péptido biciclico
perteneciente a una familia de toxinas aisladas de Amanita phalloides y
comunmente es utilizada para estudiar el comportamiento del

citoesqueleto celular (Invitrogen).

May Griunwald-Giemsa: Técnica de tincidon que se utiliza principalmente
en frotis sanguineos o extendidos de MO. Permite diferenciar cuali- y
cuantitativamente los elementos formes hematopoyéticos. La solucion

de May-Grinwald contiene eosina (como colorante anionico) y azul de
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metileno (como colorante catidnico) disueltos en metanol. La solucion de
Giemsa contiene eosina, azul de metileno y productos de la oxidacién
del azul de metileno (azur A, azur B, violeta de metilo y azul de metilo)

(Sigma-Aldrich).

7AAD: 7-aminoactinomicina D es un compuesto quimico fluorescente
gue tiene fuerte afinidad por el ADN. Se intercala en el ADN con una alta
afinidad a las regiones ricas en GC. En hematologia se utiliza como
marcador de viabilidad ya que indica las células no viables porque no es

permeable a la membrana celular (A1310 Invitrogen).

Trizol Reagent: Reactivo utilizado para el aislamiento de ADN, ARN y
proteinas en muestras de células y tejidos humano, animal, asi también
como de levaduras y bacterias. Es una solucion monofasica de fenol e
isocianato de guanidina que durante la homogenizacién o lisis de la
muestra mantiene la integridad del ARN, al mismo tiempo que altera la
estabilidad de las células y disuelve los componentes celulares (15596-

018 Ambion).

Cloroformo: Es utlizado en la extraccion de acidos nucleicos. La
adicion de cloroformo seguida de centrifugacion separa la muestra en
dos fases, una de ellas acuosa y la otra organica. EI ARN permanece
exclusivamente en la fase acuosa y puede ser recuperado por

precipitacion con alcohol, una vez removida la fase (Ambion).

Isopropanol: Se utiliza para la precipitacion de los acidos nucleicos

(Biopack).
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» 70% metanol: También es utilizado para la precipitacién de los &cidos

nucleicos (Dorwil).

» Agua DEPC: Agua ultrapura con 0.1% de dietilpirocarbonato la cual es

una sustancia quimica que elimina las ribonucleasas (Thermo Fisher).

» Marcador de Peso Molecular: De 100 pares de bases (15628-050

Invitrogen)

» Agarosa: Se utiliza en la preparacién de geles para la caracterizacion,
identificacion y aislamiento &cidos nucleicos mediante electroforesis

(Invitrogen).

V.1.3.- ANTICUERPOS

» CD34-PE, CD34-FITC y CD34-PE-Cy7: Anticuerpos dirigidos a la
glicoproteina transmembrana de cadena simple CD34 que se expresa

selectivamente en las células progenitoras hematopoyeéticas.

v' CD34-PE lleva conjugado el fluorocromo ficoeritrina (PE) excitable
con laser de 488 nm de longitud de onda y maximo de emision a
575 nm. Este fluorocromo correspondiente a la fluorescencia de
color rojo permite que el anticuerpo CD34 sea detectado por el
fotomultiplicador FL2 del citometro de flujo y por microscopia laser

confocal (MLC) (IM11420, clon Immul33 Beckman Coulter).

v' CD34-FITC lleva conjugado el fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina (FITC) también excitable a 488 nm de longitud de
onda y maximo de emisibn a 530 nm. Este fluorocromo

correspondiente a la fluorescencia de color verde permite que el
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anticuerpo CD34 sea detectado por el fotomultiplicador FL1 del
citometro de flujo y por MLC. (IM1870U, clon S81 Beckman

Coulter).

v’ CD34PE-Cy7 lleva conjugado un fluorocromo en tandem que
combina PE y un colorante de cianina que puede ser excitado con
un laser de 488 nm de longitud de onda y maximo de emisién a
785 nm. Los reactivos conjugados de PE-Cy7 son tan brillantes
como los conjugados de PE. Este fluorocromo permite que el
anticuerpo CD34 sea detectado por el fotomultiplicador FL3
correspondiente a la fluorescencia de color rojo (A51077, clon

S81 Beckman Coulter).

» CD34 MicroBead Kit: Anticuerpos antiCD34 conjugados con
microperlas metalizadas que posibilitan la purificacion de las células

CD34+ por separacion magnética (130-097-047 Miltenyi Biotec).

» CDA41-PE: Anticuerpo dirigido al complejo GPIIb/GPllla conjugado a PE
cuyas longitudes de onda son 488 nm y 575 nm. Este fluorocromo
permite que el anticuerpo CD41 sea detectado por el fotomultiplicador
FL2 del citometro de flujo correspondiente a la fluorescencia color

amarillo-naranja y por MLC (IM1416U, clon P2 Beckman Coulter).

» CD45-PE-Texas Red y CD45- FITC: Anticuerpos dirigidos a la proteina

tirosina-fosfatasa que se encuentra presente en todos los leucocitos.

v’ CD45-PE-Texas Red lleva conjugado el fluorocromo PE-Texas

Red (excitacién: 488 nm, emision: 615 nm). Este fluorocromo
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permite que el anticuerpo CD45 sea detectado por el
fotomultiplicador FL2 del citbmetro de flujo correspondiente a la
fluorescencia color amarillo-naranja (IM2710U, clone J33

Beckman Coulter).

v CD45-FITC lleva conjugado el fluorocromo FITC. Este
fluorocromo permite que el anticuerpo CD45 sea detectado por el
fotomultiplicador FL1 del citdmetro de flujo correspondiente a la

fluorescencia color verde (IM0782U, clon J33 Beckman Coulter).

» CDG61-FITC: Anticuerpo dirigido a la glicoproteina GPllla. Lleva unido el
fluorocromo FITC. Este fluorocromo correspondiente a la fluorescencia
de color verde permite que el anticuerpo CD61 sea detectado por el
fotomultiplicador FL1 del citometro y por MLC (IM1758U, clon SzZ21

Beckman Coulter).

V.2.- METODOS

V.2.1.- OBTENCION DE MUESTRAS Y CONSIDERACIONES ETICAS

Las muestras (3 hombres y 2 mujeres, entre 28 y 41 afos) fueron
proporcionadas por el Servicio de Medicina Transfusional de la Asociacion
Espafnola Primera en Salud (AEPS). Las mismas fueron obtenidas por
leucoaféresis de donantes voluntarios para trasplante alogénico de MO, luego
de efectuarse la movilizacion de precursores CD34+ hacia la periferia. Durante
la aféresis se extrae la sangre por una vena principal del brazo o por un catéter

venoso central. La sangre pasa por un equipo que separa los precursores
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hematopoyéticos y es regresada al donante. El procedimiento dura

aproximadamente de 4 a 6 horas.

El presente trabajo conté con la aprobacion de los Comités de Etica del
Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (IIBCE) y la AEPS, y
el consentimiento informado de cada voluntario. Se proceso6 una alicuota de 5

mL del producto de leucoaféresis de cada donante para el analisis.

V.2.2.- PURIFICACION, CONTEO Y VIABILIDAD DE PRECURSORES CD34+

Los precursores CD34+ fueron purificados partiendo de la alicuota del producto
de leucoaféresis recurriendo a la tecnologia de separacibn magnética. Se
utilizaron CD34 MicroBead Kit, LS Columns (130-042-401, Miltenyi Biotec) y un
separador magnético MidiIMACS Separator (130-042-302, Miltenyi Biotec)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Previo y posteriormente a la purificacion, se realizé un conteo y se verifico la
viabilidad de las células CD34+. Se utilizé la Guia ISHAGE (“International
Society of Hematotherapy and Graft Engineering”) (Keeney et al., 1998) para el
recuento de células CD34+, utilizando los AcMo antiCD34-PE y antiCD45-FITC.
El protocolo ISHAGE propone una estrategia de plataforma Gnica
proporcionando el recuento de células CD34+ como fraccion de los leucocitos.
Se basa en el reconocimiento de un marcador de membrana panleucocitario
denominado CDA45, de elevada expresion en linfocitos maduros y débilmente
expresados por los linfoblastos, poblacion enriquecida en células CD34+. La
calibracion y el recuento absoluto fueron realizados mediante la utilizacion de
perlas cuya concentracion y tamafio son conocidos. Para evaluar la viabilidad

celular se utiliz6 7AAD, el cual marca a las células muertas. La adquisicion de
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datos se realizé en un CF CyAn™ ADP (DakoCytomation) perteneciente a la
AEPS, utilizando el protocolo que esta establecido internacionalmente como

procedimiento habitual en los trasplantes de MO.

V.2.3.- CULTIVOS CELULARES DE MEGACARIOCITOS

Se efectuaron cultivos celulares a 37°C y con 5% de CO, de poblaciones
enriquecidas de células CD34+ a una concentracién de 2,5 x 10° células/mL en
placas de cultivo celular de 24 pocillos (Greiner Bio-one) en el medio de cultivo
StemPro-34 suplementado con Nutrient Suplement y HSA segun las
instrucciones del fabricante. Ademas, se le adiciond penicilina (100 U/mL) y
estreptomicina (125 mg/mL), y se estimularon con 20 yL/mL de TPO con una
actividad especifica de 10° U/mg, realizdndose pasajes, en los dias siguientes,
si la concentracién superaba 1 x 10° células/mL. El conteo celular se realizé
utilizando camara de Neubauer. Se reabastecieron los pocillos de cultivo con
20 uL/mL més de TPO al séptimo dia de cultivo. Se adquirieron imagenes de
las células durante los dias de cultivo directamente en los pocillos de cultivo
utilizando un microscopio invertido Wilovert, Wetzlar (40x) provisto con una

camara Dino-Eye AM-423X y el software proporcionado por dicha camara.

Fueron extraidas alicuotas (1 mL) de los cultivos para los analisis que seran
detallados posteriormente. Los cultivos celulares fueron incubados durante un
maximo de 14 dias, momento en el cual fueron recolectados para efectuar la

extraccion de ARN tal cual se explicitara mas adelante.
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V.2.4.- ANALISIS DE LA DIFERENCIACION MEGACARIOCITICA

El analisis de la diferenciacion megacariocitica se llevé a cabo utilizando
microscopia O6ptica de Iluz (MOL), microscopia laser confocal (MLC),
microscopia de lluminacion estructural (SIM, Stuctural lllumination Microscopy)
y microscopia de fuerza atbmica (MFA). Se tomaron alicuotas las cuales fueron
extendidas en portaobjetos de vidrio, donde se realizaron diferentes

procedimientos segun las técnicas de microscopia a utilizar.

V.2.4.1- PREPARACION DE MUESTRAS Y ADQUISICION DE IMAGENES
CON MICROSCOPIA OPTICA DE LUZ (MOL)

Las alicuotas extendidas fueron tefiidas por el método tradicional de May
Grunwald-Giemsa. Primeramente, las laminas fueron tefiidas durante 1 min.
con May Grinwald, y luego fueron lavadas con agua destilada para
posteriormente ser tefiidas con Giemsa diluido en agua comdn a una
concentracion de 1:9 durante 10 min. Por ultimo fueron lavadas y secadas al
aire. Todo el procedimiento fue realizado a temperatura ambiente.

Las imégenes fueron tomadas en un microscopio Olympus Vanox provisto con
una camara Dino-Eye AM-423X y el software proporcionado por dicha camara.

Todas las fotografias fueron adquiridas con un aumento de 100x.

V.2.4.2- INMUNOCITOQUIMICA, CITOQUIMICA Y ADOQUISICION DE
IMAGENES CON MICROSCOPIA LASER CONFOCAL (MLQC)

El analisis se realizé empleando tres marcadores de superficie: CD34, CD41 y
CD61. Los nucleos fueron evidenciados utilizando DAPI y el citoesqueleto
celular con Faloidina-Rodamina. Las muestras fueron fijadas con 4% PFA y

permeabilizadas con 0.2% de Triton durante 10 min. Luego fueron lavadas con
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PBS (3 x 1 min). Posteriormente se realiz6 el marcado utilizando 1:100
antiCD34-PE y/o antiCD34-FITC; 0 1:100 antiCD41-PE y 1:100 antiCD61-FITC;
0 1:200 Phalloidin-Rhodamine por 20 min. A continuaciéon se lavaron los
preparados con PBS para eliminar el exceso de anticuerpos o sondas (1 x 1
min), y por ultimo fueron montados en 50% de glicerol conteniendo 1 pg/mL de
DAPI. Todo el procedimiento fue realizado a temperatura ambiente y bajo

condiciones de oscuridad.

Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal Olympus FV300
gue posee laseres de 405, 488, 543 y 633 nm de longitud de onda. Todas las
imagenes se obtuvieron a 2048 x 2048 con gran aumento (160 o 200x)
preservando los parametros de adquisicibn en todas las condiciones. El

procesamiento de imagenes se realiz6 utilizando Adobe Photoshop CS6.

V.2.4.3- INMUNOCITOQUIMICA Y ADQUISICION DE IMAGENES CON
STRUCTURAL ILLUMINATION MICROSCOPY (SIM)

Se realizd6 el mismo procedimiento de fijacion, permeabilizacién e
inmunocitoquimica que para MLC. Las imagenes de alta resolucién se
adquirieron utilizando SIM, ELYRA S.1 SR (Carl Zeiss) con el correspondiente
software ZEN en el Department of Cell and Developmental Biology, Biocenter
(Biozentrum, Universitat Wuirzburg) en Alemania. Los laser de excitacion
utilizados fueron de 405, 488 y 568 nm para cada par de anticuerpos
analizados. Se utiliz6 un objetivo de inmersion DIC M27 de inmersion Plan
Apochromat 63x/1.4 y camaras EM-CCD (AndoriXon) para cada canal. Las
imagenes se adquirieron en forma de Z stacks, producidas individualmente en

un intervalo de 0.1 um por canal. El patron de rejilla se hizo girar tres veces y
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con cinco movimientos de fase de la rejilla de difraccion. Las imagenes digitales
fueron procesadas con la funcién Structured lllumination del software ZEN,
realizdndose un andlisis mas extenso utilizando el procesador de imagenes

Open Source del software Fiji (Schindelin et al., 2012).

V.2.4.4- PREPARACION DE MUESTRAS Y ADQUISICION DE IMAGENES
CON MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (MFA)

Los preparados ya fijados fueron lavados 3 veces con agua ultrapura Mili-Q y
directamente expuestos al aire. Las imagenes fueron obtenidas con un
microscopio de fuerza atomica (Bioscope Catalyst, Bruker) acoplado con un
microscopio invertido de epifluorescencia (Olympus 1X81). El microscopio de
epifluorescencia fue utilizado para seleccionar las células que posteriormente
fueron analizadas por AFM. Se utiliz6 una sonda (ScanAssyst-Air de Bruker)
con una punta de nitruro de silicio de geometria triangular, con 2 nm de radio y
un cantilever triangular de 115 um de largo con una constante elastica de 0.4
N/m, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron imagenes de 35
x 35 um en el modo intermitente de fuerza de pico, con una frecuencia de
barrido de 0,1 Hz y una resolucién de 512 x 512-pixeles. Adobe Photoshop

CS6 fue utilizado para procesar las imagenes.

V.2.5.- ANALISIS DE LA PUREZA DE LOS CULTIVOS CELULARES
MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

Los cultivos celulares fueron analizados tomando alicuotas de los mismos a
diario utilizando MOL y MLC después de haber realizado los procedimientos
detallados anteriormente utilizando los anticuerpos monoclonales antiCD34-PE,

antiCD34-FITC, antiCD41-PE, antiCD61-FITC, Faloidina-Rodamina y DAPI.
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La pureza de los cultivos y el conteo final de las células obtenidas fueron
determinados por citometria de flujo utilizando en un citometro CYAN ADP™
(Dako). Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: CD34-PE-Cy7,
CD45-PE-Texas Red, CD41-PE y CDG61-FITC. Se realizd una pequefia
variacion al protocolo de la Guia ISHAGE (Keeney et al., 1998) introduciendo
los anticuerpos antiCD41 y antiCD61 utilizando las mismas concentraciones y
volimenes que el resto de los anticuerpos. Fueron adquiridos al menos 10.000
eventos para cada muestra analizada y la calibracion y conteo absoluto fue

realizado mediante la utilizacion perlas.

V.2.6.- OBTENCION DE ARN

Los cultivos fueron recolectados a los 14 dias de iniciados. Previo a la
extraccion las células fueron lavadas en RPMI y luego centrifugadas,
extrayendo el sobrenadante. La extraccion de ARN se llevo a cabo de acuerdo

al protocolo detallado en el cuadro 1.
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Cuadro 1.- Protocolo para extraccion de ARN con algunas modificaciones a lo
estipulado por el fabricante para optimizar la extraccion.

1. Agregar 1000 pL de Trizol por cada 5-10 x 10° células.

2. Mezclar en vortex para homogeneizar.

3. Agregar 200 pL de cloroformo.

4. Mezclar en vortex para homogeneizar y reposar por 15 min.

5. Centrifugar a 12.000 x g durante 15 min.

6. Separar las fases y a la fase mas clara agregar 500 uL de isopropanol.
7. Dejar reposar a 4° C durante 1 hora para que precipite.

8. Centrifugar a 12.000 x g durante 15 min.

9. Aspirar el sobrenadante y agregar 70% de metanol con agua DEPC.
10.  Mezclar en vortex para homogeneizar.

11.  Centrifugar a 12.000 x g durante 10 min.

12.  Sacar el sobrenadante y dejar secar el pellet obtenido.

13.  Agregar 20 pL de agua DEPC.

V.2.7.- EVALUACION DEL ARN OBTENIDO

Se midié la concentracion y se evaluo la pureza e integridad del ARN obtenido
utilizando un NaDrop lite (Thermo Scientific) y electroforesis en geles de

agarosa al 1%.

V.2.8.- SECUENCIACION MASIVA POR NGS

Las muestras fueron liofilizadas en un liofilizador BW-18B Freeze dryer
(Bluewave Industry Co., Ltd.) para luego proceder al envio de las mismas a un

servicio de secuenciacion externo (Macrogen Inc.).

Se realiz6 la secuenciacion del ARN obtenido utilizando la tecnologia lllumina.

Se generaron bibliotecas direccionales, y se realizd secuenciacion pareada
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(lecturas de 100 pb), obteniéndose como minimo 20 millones de lecturas

mapeables de cada muestra.

Se realizo el analisis de los datos brutos utilizando el programa FastQC.

V.2.9.- ANALISIS DE DATOS

Todos los resultados fueron analizados por dos investigadores independientes
en régimen de ciego. Al menos fueron contadas 350 células de 5 campos
diferentes de cada donante por cada muestra obtenida a lo largo del
experimento, realizando cada procedimiento por triplicado. ElI analisis
descriptivo y comparativo de las medidas de resumen y dispersion fue
realizado utilizando el programa Origin 8.5, y las gréficas obtenidas también

fueron realizadas utilizando el mismo programa.
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VI.- RESULTADOS

VIL1.- PUESTA A PUNTO DE LAS TECNICAS A UTILIZAR PARA
LA CARACTERIZACION DE MKs EN PACIENTES CON
PATOLOGIAS EXTRAHEMATOPOYETICAS Y CON SMD
5g- AISLADO

VI1.1- ANALISIS CITOMORFOLOGICO DE MKs OBTENIDOS DE
ASPIRADOQOS Y BIOPSIAS DE MO

La Figura 6 muestra MKs de distintos individuos, en donde se observa la
hiperlobulacion nuclear caracteristica de esta estirpe celular, y también se
puede observar el MK hipolobulado caracteristico del SMD 5qg- aislado (arriba a
la derecha). Es bien notorio el gran tamafio de ellos en relacion al resto de los

componentes celulares de la MO.
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Figura 6.- Extendidos de aspirados y biopsias de MO de pacientes e individuos
controles tefiidos con la técnica de May Grinwald-Giemsa (100x). Se observan
que los MK tienen un tamafio mayor y se colorean diferentes que el resto de los
grupos celulares. También se puede visualizar los numerosos nlcleos que poseeny la
hipolobulacién caracteristica del Sindrome Mielodisplasico 5qg- aislado (arriba a la
derecha).

VI1.2.- INMUNOCITOQUIMICA CON MARCADORES ESPECIFICOS DE LA
MEGACARIOPOYESIS

A las muestras extendidas y fijadas en portaobjetos se les realizd
inmunocitoquimica utilizando los anticuerpos monoclonales antiCD41 vy
antiCD61. La identificacion nuclear fue efectuada mediante la utilizacién de
DAPI. En la Figura 7 se puede observar también el gran tamafo celular en
comparacion con el resto, y el gran niumero de nucleos que poseen los MK. Las
imagenes fueron adquiridas con MLC.
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Figura 7.- Extendidos de aspirados de MO de individuos controles
inmunomarcados con CD41PE (rojo) y CD61FITC (verde) (20x y 160x). Imagenes
de MLC donde se aprecia la hiperlobulacién nuclear caracteristica de los MK tefiidos
con DAPI (azul). También se aprecia su mayor tamafio comparados con el resto de los
grupos celulares.

La Figura 8 muestra el MK caracteristico del SMD 5g- aislado. Se puede

apreciar aqui también la hipolobulacion nuclear.
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Figura 8.- Extendidos de aspirados de MO de pacientes con SMD 5q- aislado
inmunomarcados con CD41PE (rojo) y CD61FITC (verde) (160x). Imagenes de
MLC en las cuales se observa la hipolobulacién nuclear caracteristica de los MK del
SMD 5q- aislado tefiidos con DAPI (azul).

VI1.1.3.- CITOQUIMICA PARA EL ANALISIS DEL CITOESQUELETO

En la Figura 9 se ilustran MKs provenientes de aspirados de MO. Se puede
observar la cantidad de nucleos que se generan por endomitosis empleando la

tincién con DAPI.
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Figura 9.- Extendidos de aspirados de MO de individuos controles con Faloidina-
Rodamina (rojo) y DAPI (azul) (20x y 160x). Imagenes de MLC en las cuales se
presentan los nucleos teflidos con DAPI y el citoesqueleto coloreado con faloidina-
rodamina. También se visualiza el gran tamafio megacariocitico en relacion al resto de
los linajes celulares alojados en la MO.

En la Figura 10 se pueden apreciar la distribucion de los filamentos de actina
en el citoesqueleto de MK hipolobulados caracteristicos del SMD 5qg- aislado.
En la mayoria de ellos se puede observar que el contenido nuclear se

encuentra cerca de la membrana celular.



Figura 10.- Extendidos de aspirados de MO de pacientes SMD 5q- aislado tefiidos con
Faloidina-Rodamina (rojo) para visualizar el citoesqueleto y DAPI (azul) para detectar
el nucleo celular (160x). Las imagenes muestran la peculiar localizacion nuclear en los
bordes del citoplasma celular.

VI.2.- PURIFICACION DE PRECURSORES HEMATOPOYETICOS

En base a lo descrito en materiales y métodos la purificacion de células CD34+
de los productos de leucoaféresis se realizd utilizando la tecnologia MACS. Se
realizdé un conteo celular y se comprobé la viabilidad celular de cada muestra
en forma previa (Figura 11 a) y posterior (Figura 11 b) a la purificacion

utilizando 7AAD mediante citometria de flujo.

La viabilidad celular en los cinco casos fue mayor o igual al 90% después de la
purificacion. En la Figura 11 se muestran los graficos de puntos de dos de los
cinco donantes. Los otros tres donantes reflejaron resultados similares pre- y

post-purificacion.
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Figura 11.- Purificacion de células CD34+ movilizadas de MO utilizando MACS.
Los dot plots de citometria de flujo reflejan el porcentaje de células CD34+ y la
viabilidad celular en dos donantes diferentes (1 y 2) previo (a) y posterior (b) a la
purificacion. Las células fueron marcadas con anticuerpos antiCD34 para obtener el
porcentaje en relacion al total de células. La viabilidad fue evaluada utilizando 7-AAD.
Resultados similares se obtuvieron en los tres donantes restantes.

VI.3.-OBTENCION DE MEGACARIOCITOS POR

DIFERENCIACION DE CELULAS CD34+
Las células purificadas utilizando la tecnologia MACS fueron puestas en cultivo,
observadas y fotografiadas cada dos dias de manera de controlar el estado y la
evolucion de los mismos. Se tomaron imagenes directamente de los cultivos
como se muestra en la Figura 12 en la cual se ilustra el crecimiento y

diferenciacion megacariocitica durante los 14 dias de cultivo.
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Figura 12.- Cultivos celulares de MK a partir de precursores de MO. Se puede
observar la evolucién de los cultivos cada dos dias. Las imagenes (40x) fueron
adquiridas directamente de los pocillos de cultivo utilizando un microscopio invertido.

VI1.4.- CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS CELULARES DE
MEGACARIOCITOS

V14.1.- MAY GRUNWALD-GIEMSA

La Figura 13 muestra el desarrollo de los cultivos y la diferenciacion
megacariocitica utilizando la tincibn May Grinwald-Giemsa, desde el primer dia
hasta el dia 13. Este relevamiento permiti6 analizar las caracteristicas
morfolégicas, densidad y evolucion de los cultivos. Se puede observar la
presencia de grandes protrusiones celulares en los dias 3 y 5 (flechas) las

cuales ya no son tan evidentes en los dias subsiguientes.
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Figura 13.- Morfologia de los cultivos celulares en medio libre de suero
suplementados con TPO desde el dia 1 al dia 13. Imagenes tomadas mediante
microscopia 6ptica de luz (100x) de extendidos con tincion May Grinwald-Giemsa. Se
puede observar el desarrollo del cultivo a lo largo del experimento. Nétense las
grandes protrusiones celulares (flechas) presentes en los dias 3 y 5 que no se
evidencian durante el resto de los dias en cultivo (barra: 40 um).

Dichas estructuras (flechas) fueron observadas directamente en los pocillos de
cultivo celular tal como se puede observar en la Figura 14. Solo fueron

evidenciadas desde el dia 3 hasta el dia 7 de cultivo.
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Figura 14- Protrusiones celulares durante la primera semana de cultivo.
Imagenes de microscopia de contraste de fases (40x) directamente de los cultivos
celulares en las cuales se observan las protrusiones (flechas) en los dias 3,5y 7.

El porcentaje de células que presentaban protrusiones en relacion al total fue
calculado mediante el conteo de ellas tanto en laminas con tincion de May
Grinwald-Giemsa como directamente de los pocillos de cultivo. Este

relevamiento reflejo los valores que se muestran en el gréfico de la Figura 15.
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Figura 15.- Porcentaje de células con protrusiones. El grafico refleja el porcentaje
de células con protrusiones en relacién al total de células. El valor maximo fue
observado al dia 5. Al dia 7 los valores decrecen drasticamente.
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Se constaté un aumento de células con protrusiones en el dia 3, llegando a un
pico méximo en el dia 5 en todos los donantes, y disminuyendo abruptamente

al dia 7.

V14.2.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE CD34

Se realiz6 también el analisis de los cultivos celulares utilizando anticuerpos
monoclonales anti-CD34 (Figura 16). La sefial CD34 se puede visualizar hasta
el dia 5 inclusive, estando practicamente ausente a partir del 7 y hasta el final
del experimento (dia 14). En el dia 3 se puede observar que la sefial de CD34
se incrementa en un polo de la célula hasta que en el dia 5 se concentra

completamente en ese polo.

En el gréfico de la Figura 17 se presenta la cuantificacion realizada para CD34
entre los dias 3 al 7. Se observdé una disminucion significativa al dia 6,

disminuyendo aun mas en el dia 7.
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Figura 16.- Expresion de CD34 desde el dia 1 hasta el dia 9. Las imagenes de MLC
muestran que la expresion de CD34 (verde) es observada hasta el dia 5 de cultivo (a 'y
¢ 200x, b 160x). En el dia 7 no se evidencia sefial CD34 en casi todas las células y al
dia 9 en ninguna (d y e 160x). Los nacleos celulares fueron tefiidos con DAPI (azul).
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Figura 17.- Cuantificacién de CD34 durante los dias 1 a 9 de cultivo. Se observa
una disminucioén significativa de células CD34+ en el dia 7 el cual disminuye mas aun
al dia 9. Los valores observados muestran las medidas de posicion y dispersion de los
5 donantes.

VI.4.3.- ANALISIS DE LA EXPRESION DE CD41 y CD61

La utilizacion de estos marcadores permiti6 constatar la diferenciacion
megacariocitica. Como se puede visualizar en la Figura 18 la sefial de los dos
marcadores se aprecia recién a partir del dia 7, no evidenciandose sefial del

dia 1 al dia 5. A su vez, las sefales permanecieron hasta el dia 13.
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DAPI CD 41 CD 61 Merge

Figura 18.- Expresion de CD41 y CD61 durante los dias de cultivo. Las imagenes
tomadas por MLC (a-e 160x, f 200x) muestran que hasta el dia 5 inclusive no aparece
sefal para ninguno de los marcadores (a y b). Recién en el dia 7 las sefiales para
CD41 (rojo) y CD61 (verde) son positivas (c). Ambas sefiales permanecieron hasta el
dia 13 inclusive (d-f). Los ndcleos celulares se evidenciaron utilizando DAPI (azul).
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Figura 19.- Cuantificacion de CD41/CD61 durante los dias 4 a 7 de cultivo. Se
observa un incremento significativo de ambos marcadores en el dia 6 el cual se vuelve
mas pronunciado al dia 7. Los valores observados muestran las medidas de posicion y
dispersion de los 5 donantes.

En la Figura 19 se aprecia la cuantificacion realizada para los marcadores
CD41 y CD61 entre los dias 4 y 7, periodo durante el cual se observa un leve

aumento en el dia 6, siendo el aumento considerablemente mayor en el dia 7.
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VI1.4.4.- CUANTIFICACION UTILIZANDO CITOMETRIA DE FLUJO

Se realiz6 la cuantificacion de CD34 y CD41/CD61 mediante citometria de flujo.
Se observo también un comportamiento similar de los marcadores al obtenido

por conteo directo (Figura 20).
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Figura 20.- Cuantificacién de CD34 y CD41/CD61 utilizando citometria de flujo
durante los dias 3 a 7 de cultivo. Se observa un incremento significativo de
CD41/CD61 en el dia 6 el cual se vuelve mas pronunciado al dia 7. Al contrario el
decremento de CD34 es significativamente notable al dia 6, disminuyendo aun més al
dia 7. Los valores observados muestran las medidas de posicién de los 5 donantes.
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V14.5.- ANALISIS DE CD34 Y EL CITOESQUELETO EN EL DIA 3

La estructura denominada como protrusion, la cual era inmunopositiva frente a
CD34 condujo a la utilizacion de técnicas de alta resolucion como SIM y AFM

para confirmar y sustentar el proceso visualizado.

Como se comentd anteriormente, al dia 3 de cultivo se observa una
concentracion de CD34 en un polo de la célula (Figura 21 a, flecha). Esa
estructura fue constatada utilizando microscopia de alta resolucién. La Figura
21 b muestra una imagen adquirida por SIM con dos clones diferentes del
anticuerpo antiCD34, uno conjugado con FITC (verde) y otro con PE (rojo). Se
evidencia la superposicion de ambas sefiales en el cuerpo celular y en la
estructura previamente mencionada. En la Figura 21 c se puede constatar esa
misma estructura mediante epifluorescencia (izquierda) y es visualizada a
nanoresolucién por AFM (centro y derecha). Estas aproximaciones permitieron
distinguir que la estructura a la cual se denominé protrusiéon comienza a
separarse del cuerpo celular. Por altimo en la Figura 21 d se puede observar un
reordenamiento en la actina-F del citoesqueleto, el cual acompafia este

proceso de acumulacién de CD34.
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Figura 21.- Morfologia de los cultivos al dia 3. (a) Imagen de MLC (160x) donde la
sefal correspondiente a CD34 (verde) se encuentra concentrada en una protusion
celular (flecha). (b) Imagen de SIM que muestra la colocalizacion de las sefiales de
CD34FITC (verde) y CD34PE (rojo) tanto en el cuerpo celular como en la protrusiéon
(flecha) (barra = 2 um). (c) Imagen de epifluorescencia (izquierda) evidenciando mayor
intensidad de sefial en la protrusion (flecha) que en el resto del cuerpo celular. Las
imagenes de MFA (20 um x 20 um) error (medio) y altura (derecha) reflejan que la
protrusion comienza a desprenderse del cuerpo celular. (d) Imagen de MLC (200x)
mostrando un reordenamiento en la actina del citoesqueleto en la protrusiéon celular
(flecha). La célula vecina muestra un citoesqueleto normal. Los nucleos y filamentos
de actina fueron evidenciados con DAPI (azul) y Faloidina-Rodamina,
respectivamente.
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V14.6.- ANALISIS DE CD34 EN EL DIA 5

En el dia 5 la sefal de CD34 se halla localizada casi exclusivamente en una
region de la membrana celular tal cual lo confirman las imagenes tomadas por
MLC (Figura 22 a) que ponen de manifiesto la co-localizacion de las sefales de
dos clones del mismo anticuerpo al igual que las imagenes adquiridas con SIM

de la Figura 21 b.

10.0um ‘ 10.0um ' 10.0pum

(200x) que muestra la inmunomarcacion con CD34FITC (verde, izquierda) y CD34PE
(rojo, centro). Las sefales se visualizan concentradas y colocalizadas en una
estructura particular (flecha), la cual se presenta separada del resto del cuerpo celular
como sugiere la imagen compuesta de DAPI (azul) y los dos marcadores para CD34
(derecha). (b) Imagen de epifluorescencia (izquierda) evidenciando que la sefial de
CD34 se concentra en la protrusion (flecha) pero es minima en el cuerpo celular. Las
imagenes de MFA (30 ym x 30 um) error (medio) y altura (derecha), muestran y
confirman que esta peculiar estructura ya se encuentra separada de la célula.
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La adquisicion de imagenes por epifluorescencia (Figura 22 b izquierda) y AFM
(Figura 22 b centro y derecha) evidencian ya la total separacion de la estructura

CD34 positiva del resto del cuerpo celular.

VL5.- ANALISIS DE LA PUREZA DE LOS CULTIVOS
CELULARES DE MEGACARIOCITOS

Los cultivos fueron detenidos en el dia 14 y fue analizada la pureza de los MK

obtenidos por citometria de flujo para la posterior extracciéon de ARN.
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Figura 23.- Expresion de CD34, CD41 y CD61 al final del experimento. Los
diagramas de puntos (dot plots) de citometria de flujo muestran la casi completa
ausencia de células CD34+ (paneles de la izquierda y el medio) en el dia 14. Al
contrario, CD41 y CD61 reflejan altos valores los cuales sobrepasan el 80% (izquierda
y medio). Los paneles de la derecha permiten observar el porcentaje relativo de CD41
y CD61. Los datos presentados provienen de dos (a y b) de los cinco donantes. Los
tres donantes restantes mostraron un comportamiento similar. El asterisco negro
representa la poblacion de plaquetas la cual fue discriminada utilizando la dispersién
frontal y lateral del citbmetro de flujo.

Las células CD41+/CD61+/CD34- fueron definidas como MKs y constituyeron

el 81 al 87% del total de las células obtenidas, mientras que el porcentaje de
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células CD34+ al final del cultivo oscilé entre el 0 y 0.05% en todos los cultivos

(Figura 23).

VI.6.- EVALUACION DEL ARN EXTRAIDO

Se realiz6 la extraccion del ARN de los MKs obtenidos en el dia 14 de cultivos
celulares de los cinco donantes de precursores de MO. Se evalud la integridad
y la concentracion del ARN obtenido mediante la utilizacion de NanoDrop®

(Tabla 1) y electroforesis en geles de agarosa al 1% (Figura 24).

La Tabla 1 muestra que las concentraciones y volimenes de ARN extraido

fueron éptimos para su posterior uso en la secuenciacién masiva.

Tabla 1.- Valores obtenidos por citometria de flujo y NanoDrop® de tres de los
cinco donantes. Se puede apreciar el sexo de cada donante. El porcentaje de MK y
de células CD34+ al final del experimento obtenido por citometria de flujo. La relacion
260/280 de cada extraccion de ARN y las concentraciones fueron obtenidas mediante
la utilizacién de NanoDrop®.

DONANTE | SEXO | MKs | CD34+ | 260/280 | ng/uL | pg
1 M | 89,44% | 0,00% 1,8 383 | 341
2 M | 87,35% | 0,03% 1,9 |581,4 | 15,2
3 F | 83,49% | 0,05% 21 | 1456 | 12,76

En la Figura 24 se puede observar la integridad del ARN extraido de dos de los

cinco donantes, asi como las bandas en los que se encuentran los ARN

ribosomales y pequefios ARN.
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Figura 24.- Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Fotografia tomada por una
camara Carestream en donde se pueden observar la corrida electroforética de dos de
las cinco muestras (carril del medio y de la derecha). Se aprecia una muy buena
integridad del ARN extraido, observandose las bandas de ARN ribosomales 28S, 18S
y 5S, como una banda que contiene a las especies de ARN pequefios (SARN). En el
carril de la izquierda se coloc6 un marcador de peso molecular.

VL.7.- OBTENCION DE LOS TRANSCRIPTOMAS UTILIZANDO
NGS Y ANALISIS DE LOS DATOS BRUTOS

La secuenciacion masiva fue realizada por un servicio externo (Macrogen Inc.)
tal cual fue solicitada y detallada anteriormente en materiales y métodos. Las

figuras y tablas siguientes muestran los resultados para uno de los donantes.
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Tabla 2.- Informe sobre la solicitud de secuenciacidon. Se realizaron lecturas
pareadas de 101 pb utilizando un secuenciador HiSeq 2000.

Type of Read Paired-end
Read Length 101
Number of Samples 1
Library Kit TruSeq Stranded Total BENA LT Sample Prep Kit (Gold)
Library Protocol TruSeq Stranded Total RNA Sample Prep Guide, Part #
15031048 Rev_ E
Reagent TruSeq SBS Kit v3
Sequencing Protocol HiSeq 2000 System User Guide Fart # 15011190 Rev. ¥ HCS
2238
Type of Bequencer HiSeq 2000
Sequencing Control Software HCS w22

La Tabla 2 exhibe los detalles sobre la solicitud de secuenciado para una de las

muestras y la Tabla 3 presenta los resultados de la biblioteca generada.

Tabla 3.- Resultado de la biblioteca generada por NGS para una de las muestras.
Para la muestra de leucoaféresis 3 (L3MK) se obtuvieron los siguientes tamafios vy

concentraciones de ARN.

# Library Name

Library Type (ng/ul) (nM) (bp)

Conc. Cone. Size Result*

1 L3MK

TruSeq Stranded Total RNA
with Ribo-Zero Gold

5113 326.75 269 Pass

Para la visualizacién de los datos obtenidos por secuenciacion del ARN de los

MK obtenidos se utiliz6 el programa FastQC. El reporte obtenido por dicho

programa se puede observar en las siguientes figuras y tabla. En la Figura 25
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se puede apreciar la calidad de la secuenciacion, la cual segun se puede

constatar es de excelente calidad.

Cualiby scores across all bases (Sanger | Ilumina 1.9 encoding)
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Figura 25 .- Calidad de la secuencia por base. Se puede observar una muy buena
calidad de la secuenciacion obtenida.

La Figura 26 pone en evidencia el contenido de GC por secuencia y la Figura
27 el contenido de bases raras, el cual muestra que no fue secuenciada
ninguna base extrafia. Todas las bases secuenciadas fueron reconocidas por la

técnica de secuenciacion empleada.
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GaC distribution over all sequences

@ count per read
Theoretical Distribution
1000000

00000

600000

400000

200000

02468 11 14 17 20 23 26 29 32 35 35 41 44 47 50 53 56 59 62 65 68 71 74 77 80 83 86 89 92 95 93

Mean GC conkent ()
Figura 26 .- Contenido de GC por secuencia. Se observa un contenido de GC por
lectura que difiere de la distribucién teérica.
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Figura 27.- Contenido de bases raras. El grafico muestra ausencia de bases
extrafias en la secuenciacion obtenida.
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Distribution of sequence lengths over all sequences
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Figura 28 .- Distribucién de longitud de secuencia. Los fragmentos secuenciados
muestran el tamafio solicitado previamente para su secuenciacion.

En la Figura 28 se puede apreciar que la mayoria de los fragmentos obtenidos
en la biblioteca son de 101 pares de bases tal cual fue solicitado a la empresa
externa a la cual se le solicito la secuenciacion. En la Tabla 4 se muestran las

secuencias que aparecen sobre-expresadas.

Tabla 4.- Secuencias sobre expresadas. Se pueden observar las secuencias sobre-
expresadas de la secuenciacién, asi como el porcentaje relativo de ellas.

CTAGCTGCAACATCTGTCACCCCATTGATCGCCAGGATTGATTCGGCTGA 45419 8.13587397948449747 No Hit

CTGGGCTGTAGTGCGCTATGCCGATCGOETEGTCCGCACTAAGTTCGGCAT 36889 B.18796265973995266 No Hit
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VII.- DISCUSION

La capacidad de las CMH de auto-renovarse al tiempo que pueden
diferenciarse para dar lugar al resto de las células del sistema hematopoyético
es un fenomeno celular de gran relevancia (Mera Reina et al., 2007; Giebel y
Brung, 2008; Seita y Weissman, 2010; Dominguez Pantoja et al., 2015). Un
caso particular de este proceso se produce en la megacariopoyesis, en la cual
a partir de CMH se obtienen MKs. Estos ultimos presentan una estructura
funcional normal bien caracteristica y unica lo cual los convierte en un modelo
excepcional para su estudio. Un importante obstaculo para alcanzar este
objetivo es su escasez en la MO por lo cual se requieren estrategias
alternativas para realizar su analisis. Una de estas estrategias es la
amplificacion in vitro mediante el uso de cultivos celulares (Schulze y
Shivdasani, 2005; Szalai et al., 2006; Yasui et al., 2005). En la presente Tesis
se analiz6 la megacariopoyesis humana in vitro utilizando precursores

movilizados de MO cultivados en medio de cultivo libre de suero.

Para la realizacion de los cultivos celulares fueron seleccionados productos de
precursores purificados por la tecnologia MACS cuya viabilidad fuese mayor o
igual al 90%. Estos precursores fueron cultivados y evaluados durante los 13
dias de incubacion. Se constatdé la viabilidad, crecimiento y pureza de los
cultivos celulares en el dia 14 mediante la utilizacion de citometria de flujo. Los
resultados obtenidos para los cinco donantes analizados evidenciaron un alto
porcentaje de MKs (81 a 87%), un porcentaje menor de plaquetas (12 a 16%)
(asteriscos en la Figura 23), y un casi nulo porcentaje de precursores CD34+ (0

a 0.05%), demostrando el éxito obtenido al final de los cultivos.
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Los progenitores megacariociticos expresan CD34 en su superficie y la
diferenciacion de los MKs puede ser evidenciada por la aparicion y posterior
aumento en la expresion de CD41 y CD61 (Schulze y Shivdasani, 2005).
Nuestros resultados son congruentes con aquellos alcanzados por Pozner et al.
(2010), Flechas et al. (2008), Guerriero et al. (1995), y Mattia et al. (2002) con
algunas diferencias en el curso temporal debido al uso o no de distintos
factores estimulantes de la megacariopoyesis y/o a las diferentes fuentes de
obtencién de precursores como es el caso de los del corddén umbilical. Es bien
conocido que la pérdida de CD34 y la aparicion de CD41 y CD61 indican la
maduracién de los MKs (Gonzéalez-Villalba et al., 2010; Ru et al., 2015), aunque
la correlacion entre la expresion de estos marcadores aun no ha sido
dilucidada. Se sabe, ademas, que la desaparicién de CD34 en los progenitores
de MKs esta asociada a la transicion de una fase proliferativa a una no
proliferativa (Debili et al., 1992), pero el hecho que la retencién de la expresion
de CD34 derive en consecuencias patolégicas puede implicar que este
antigeno también juegue un rol importante en la diferenciacion de las CMH
(Kling, 2011; Insuasti-Beltran et al., 2012). El seguimiento de la diferenciacion
megacariocitica utilizando CD34, CD41 y CD61 ha mostrado un notable
decremento de CD34 en el dia 6 y un considerable aumento de CD41 y CD61

gue comenzo en el dia 6 y se hizo mucho mas abrupto en el dia 7.

La caracterizacion de la diferenciacion megacariocitica bajo las condiciones
descritas en materiales y métodos ha proporcionado una nueva e importante
contribucion, dejando de manifiesto que aproximadamente a partir del dia 3 de

iniciado el cultivo un gran porcentaje de células (X=55%) presentan una
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estructura peculiar en una regién de la célula la cual denominamos como
protrusion. Esta estructura fue detectada en un porcentaje de células mayor
(x=85%) en el dia 5, donde fue registrado el pico méaximo. Dichas protrusiones
dejaron de ser tan evidentes a partir del dia 7 y hasta el final de los cultivos (dia
14). Estos resultados fueron constatados en los 5 donantes empleando
diversas técnicas de tincion y distintos abordajes microscopicos. Ya se ha
descrito que las CMH cultivadas en medios suplementados con citoquinas
presentan diferentes tipos de prolongaciones citoplasmaticas (Francis et al.,
1998; Buggenthin et al., 2017) que podrian estar relacionados con movimientos
fisiologicos entre diferentes nichos o con contactos celulares, aunque no se las
ha relacionado con algin marcador de membrana (Giebel y Brung, 2008; Ross

et al., 2006).

Al realizar el andlisis del curso de expresion de la molécula de CD34 se
observo que la marcacién de CD34 se hacia evidente desde el comienzo del
experimento hasta aproximadamente el dia 7 de cultivo cuando practicamente
se deja de visualizar. La cuantificacion de este proceso por conteo directo y por

citometria de flujo confirma lo observado.

Es de destacar un novedoso hallazgo: la colocalizacion de las estructuras que
denominamos protrusiones con la inmunomarcaciéon de CD34, hecho que no
habia sido reportado aun. La utilizacion de SIM y MFA permitié el analisis de
este proceso a una mayor resolucion. Al dia 3 de cultivo se observo que CD34
se localizaba tanto en la protrusiéon como en el resto de la célula, la cual es
confirmada mediante la utilizacion de dos clones diferentes de anticuerpos
monoclonales antiCD34 conjugados con distintos fluoréforos (FITC y PE) vy la
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tecnologia SIM. También fue evaluado utilizando AFM acoplado a un
microscopio de epifluorescencia, mediante el cual pudo observarse que la
estructura mencionada comenzaba a separarse del resto del cuerpo celular.
Este proceso fue analizado también mediante tincion con faloidina, lo cual puso
en evidencia un rearreglo en la actina F del citoesqueleto la cual
aparentemente soportaba esta estructura. Al dia 5 de cultivo CD34 se mapea
exclusivamente a nivel de la protrusién en casi todas las células, tal cual lo
evidencia la MLC utilizando dos clones diferentes de antiCD34 conjugados con
distintos fluoroforos. EI abordaje por MFA proporciona evidencia del

desprendimiento de la protrusion del cuerpo celular.

Los distintos abordajes utilizados indican que dichas protrusiones no
corresponden a artefactos técnicos sino que reflejan un proceso bioldgico real.
Ademas el hecho de encontrar una sola protrusion por célula y que su
desprendimiento posterior no afectd la supervivencia celular fue evidenciado
por la viabilidad y la preservaciéon de la poblacion de células hasta el ultimo dia
de cultivo. De esta forma se descartdé que dichas protrusiones estuviesen
relacionadas con cualquier tipo de dafo celular, incluyendo cuerpos
apoptéticos que usualmente no aparecen aislados y micronucleos que son
DAPI positivos (Elmore, 2007; Jodo et al., 2001). Por lo tanto, las protrusiones
parecen ser un componente importante en el transcurso de la diferenciacion
megacariocitica y serian independientes de las condiciones de cultivo y de la

fuente de origen de los precursores.

Esta forma peculiar de eliminar CD34 descrita por primera vez en el presente

trabajo, en la cual primero las moléculas migran hacia un Unico polo en la
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membrana celular para después ser expulsadas de la célula amerita futuras
investigaciones. Seria muy relevante investigar sobre la interaccion entre el
citoesqueleto y sobre el desplazamiento de CD34 a lo largo de la membrana
celular. Estudios recientes han mostrado que la inhibicion de la actina dio lugar
a un aumento en la ploidia e incremento en la formacion de proplaquetas en
cultivos de MKs derivados del cordén umbilical (Avanzi et al., 2015), aunque

aun ninguno ha investigado la relacion con CD34.

En los ultimos afios una modalidad especifica de comunicacién celular ha
ganado la atencién de diversos investigadores. Estas vias de comunicacién
comparten el proceso de liberacion de vesiculas extracelulares (VES), las
cuales son vehiculos ligados a la bicapa lipidica, y son mediadores intrinsecos
de la comunicaciéon intercelular, permitiendo la transferencia funcional de
biomoléculas (lipidos, proteinas y acidos nucleicos). Se ha demostrado que las
VEs influyen en una multitud de procesos que ayudan en la progresion del
tumor, incluyendo proliferacién celular, angiogénesis, migracién, invasion,
metastasis, inmunoedicion y resistencia a farmacos (Sullivan et al., 2017;
Stranford y Leonard, 2017; Lu et al., 2017; Choi et al., 2017; Gyoérgy y Maguire,
2017). Como se describi6 anteriormente, se constaté la presencia de un
namero importante de protrusiones que se asemejan a vesiculas las cuales
desaparecen en el correr de los dias en cultivo celular. Esto podria estar
reflejando una nueva via de comunicacion celular de las CMH como de los

precursores hematopoyéticos.

Por ultimo, la obtencion de un nimero considerable de MKs humanos in vitro

posibilitd la obtencion de ARN suficiente para realizar la secuenciacién masiva
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por NGS. Esto permitird realizar un futuro analisis bioinformatico de estas

peculiares poblaciones celulares el cual no se encuentra realizado aun.
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VIIIL.- CONCLUSIONES

Es la primera vez en nuestro pais que: a) se realizaron cultivos celulares de
MKs humanos obtenidos de precursores de MO, b) se analiz la diferenciacion

megacariocitica utilizando citometria de flujo.

Se demostr6 mediante el abordaje con diferentes técnicas microscopicas y
citometria de flujo que durante la megacariopoyesis CD34 es eliminado de la
membrana celular mediante un proceso muy peculiar el cual requiere
profundizar en su conocimiento para determinar su relevancia bioldgica. Se
propone un esquema explicativo en el cual se muestra como CD34 es

eliminado durante la megacariopoyesis humana (Figura 29).

Figura 29.- Esquema de eliminacion de CD34 durante la megacariopoyesis
humana. Se muestra cobmo CD34 (verde) es eliminado de las células en el correr de
los dias durante la megacariopoyesis in vitro.

Es de destacar que es el primer trabajo en reportar la asociacion entre una
prolongacion de las CMH y precursores con un antigeno de membrana; y que
es la primera vez que se analizan algunos estadios de la megacariopoyesis
utilizando MFA y que se obtuvieron datos de secuenciacion masiva de MKs
humanos.

Por ultimo, como la mayoria de las células madre en general comparten las

principales caracteristicas en los procesos de diferenciacion y proliferacion, la
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relevancia de los hallazgos presentados en esta Tesis podrian ser extrapolados

a otros linajes celulares.

84



IX.- PERSPECTIVAS

Debido a los hallazgos expuestos en la presente Tesis se proponen los

siguientes trabajos a realizar para intentar responder algunas de las preguntas

gue se desprenden de los resultados obtenidos.

a) Aislamiento de vesiculas para:

Analizar mediante CF multiparamétrica y/o microdiseccion laser el

contenido de las vesiculas

Realizar un estudio estructural de su membrana utilizando microscopia
de fuerza atdmica y microscopia electronica de barrido, dado que las
imagenes de fuerza atdmica en este trabajo presentan un mapa

topografico y de deflexion diferente al resto de la membrana celular

b) Analizar la accion del citoesqueleto de actina durante la formacion de la

vesicula mediante la utilizacion de inhibidores de la polimerizacion de la

actina como latrunculina

¢) Analisis bioinformético de los transcriptomas obtenidos

d)

Realizacion de nuevos cultivos para obtener nuevos transcriptomas que
permitan estudiar la actividad génica durante el proceso de eliminacion

de CD34

Realizacion de cultivos celulares de otros linajes hematopoyéticos, asi

como también de células madre de tejido adiposo con la finalidad de
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verificar si el proceso hallado puede ser generalizado a otras células

madre
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