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Resumen:

El estudio de la megacariopoyesis humana se ha visto obstaculizado por la relativa escasez de megacariocitos
en la médula 6sea (0,05-0,2 % de las células medulares), lo que ha llevado a la optimizacion de protocolos de
expansion in vitro a partir de precursores de diversos origenes (cordon umbilical, médula 6sea y sangre periférica
con o sin movilizacion previa). Los cultivos celulares a partir de precursores han permitido la produccion y
el estudio tanto de megacariocitos asi como de proplaquetas y plaquetas Sin embargo, la produccion in vitro
optima de megacariocitos que culminen todos los estadios de diferenciacion es un reto ain no resuelto. En este
trabajo reportamos los hallazgos concernientes a la determinaciéon de las condiciones y concentraciones de
trombopoyetina para lograr una Optima relacion entre la cantidad de trombopoyetina empleada y el porcentaje
y grado de diferenciacion megacariocitica en muestras obtenidas de cinco donantes alogénicos aceptados para

trasplante de médula 6sea.

Palabras clave: megacariopoyesis, trombopoyetina, precursores hematopoyéticos, donantes alogénicos,

diferenciacion celular.
Abstract:

The study of human megakaryocytopoiesis has been hampered by the relative scarcity of megakaryocytes
in bone marrow (0.05-0.2 % of medullary cells), which has led to the optimization of protocols of in vitro
expansion of precursors from diverse sources (umbilical cord, bone marrow and peripheral blood with or

without previous mobilization). Cell cultures from different precursors have allowed the production and study
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of megakaryocytes as well as proplatelets and platelets. However, the in vitro production of megakaryocytes
that culminate all stages of differentiation is a challenge that has not yet been resolved. In this work we report the
findings related to the determination of thrombopoietin treatment conditions and concentrations to achieve an
optimal relationship between the amount of thrombopoietin and the percentage and degree of megakaryocytic

differentiation in five allogeneic donors that were accepted for bone marrow transplantation.

Keywords: Megakaryocytopoiesis, Thombopoietin, Hematopoietic Precursors, Allogeneic Donors, Cell

Differentiation.
Resumo:

O estudo da megacariopoiese humana tem sido dificultado pela relativa escassez de megacariocitos na
medula 6ssea (0,05-0,2 % das células medulares), o que levou a otimizagdo dos protocolos de expansdo in
vitro a partir de precursores de diversas origens (corddo umbilical, medula ¢ssea e sangue periférico com ou
sem mobilizacdo prévia). Culturas de células a partir de precursores permitiram a producdo e o estudo tanto
de megacariocitos e de proplaquetas e plaquetas. No entanto, a produ¢do 6tima in vitro de megacariocitos que
culminam em todas as fases de diferenciacdo ¢ um desafio ainda nao resolvido. Neste trabalho, relatamos as
descobertas relativas a determinagdo das condig¢des e concentragdes de trombopoietina para obter uma relagao
Otima entre a quantidade de trombopoietina usada e a taxa e o grau de diferenciagdo megacariocitica em

amostras obtidas de cinco doadores alogénicos aceitos para transplante de medula ossea.

Palavras-chave: megacariopoiese, trombopoietina, precursores hematopoiéticos, doadores alogénicos,

diferenciagdo celular.

Introduccion

La megacariopoyesis es el proceso por el cual, a
partir de células madre hematopoyéticas (CMH),
los megacariocitos (MK) se diferencian y maduran
hasta producir y liberar plaquetas. El estudio de la
megacariopoyesis humana se ha visto obstaculizado
por la relativa escasez de MK y unidades formadoras
de colonias megacariociticas en la médula Osea
(MO). Por este motivo, en las ultimas décadas se ha
estudiado la megacariopoyesis y la trombopoyesis
utilizando  cultivos  celularesV@@@HEOMEEN10),
Para ello, muchos de los equipos de investigacion
han utilizado precursores CD34+ provenientes del
cordon umbilical (CU) dado que la obtencion de los
mismos es menos trabajosa que la de precursores
provenientes de MO. No obstante, se han descrito
y demostrado diferencias cualitativas y cuantitativas

entre los MK obtenidos de precursores de CU y

precursores de MOUDI2UIANAS) entre las que se
destacan los niveles de poliploidias superiores y la
mayor produccion de plaquetas en los MK derivados
de progenitores de MO respecto de los derivados
de CU"9. Por ello, los cultivos obtenidos a partir
de precursores de MO parecen reflejar mejor la
fisiologia de la megacariopoyesis en condiciones de
funcionalidad normal.

La trombopoyetina (TPO) es el principal factor
regulador de la megacariopoyesis. Actia en
todas las fases evolutivas de forma positiva,
directa, sinérgica y aditiva con otros factores
hematopoyéticos. Su produccion tiene lugar en el
higado y puede sintetizarse asimismo en el rifion.
Interviene en la fase madurativa incluyendo la
poliploidizaciéon y la diferenciacién terminal con
formacion de proplaquetas. Se la considera como
el principal regulador fisioldgico de la maduracion

megacariocitica y de la produccion plaquetaria'”
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(19I9COEH - El primer protocolo de expansion ex
vivo que tuvo un impacto clinico inequivocamente
positivo se basd en un coctel de tres citoquinas: el
factor de células madre (SCF), el factor estimulador
de colonias de granulocitos (G-CSF), y el factor de
crecimiento y desarrollo de megacariocitos pegilados
(PEG-MGDF)) en un medio sin suero®. Se han
utilizado diferentes combinaciones de factores
para la obtencion de MK in vitro®DZ)@H@920C7  En
2011, Duchez y cols.®® evaluaron distintas dosis
de TPO como sustituto de MGDF en pacientes con
mieloma multiple obteniendo resultados positivos.
Sin embargo no se encontraron reportes sobre la
diferenciacion de MK a partir de precursores de MO
obtenidas de donadores sanos. En el presente trabajo
se analiza la dosis optima de TPO necesaria para
estimular precursores CD34+ provenientes de cinco
donantes alogénicos aceptados para trasplante de
MO, para la obtencion de una muestra enriquecida
de MK.

Materiales y métodos

Obtencion de muestras y consideraciones
éticas

Las muestras (n=5, 25-40 afios) de donantes
MO fueron

proporcionadas por el Servicio de Medicina

alogénicos para trasplante de
Transfusional de la Asociacion Espafiola Primera
en Salud (AEPS). Las mismas fueron obtenidas por
leucoaféresis, luego de efectuarse la movilizacién
de precursores CD34+ hacia la periferia. El trabajo
conté con la aprobacion de los Comités de Etica del
Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente
Estable (IIBCE) y de la AEPS, y el consentimiento
informado de cada individuo. Se procesé una
alicuota de 5 ml del producto de leucoaféresis de

cada donante para el analisis.

Purificacion de precursores CD34+

Los precursores CD34+ se purificaron por
separacion magnética partiendo de la alicuota del
producto de leucoaféresis. Se utilizaron CD34
MicroBead Kit, LS Columns (130-042-401, Miltenyi
Biotec) y un separador magnético MidiMACS
Separator (130-042-302, Miltenyi Biotec) siguiendo
las instrucciones del fabricante.

Previo y posterior a la purificacion, se realizd un
conteo y se testeo la viabilidad de las células CD34+.
Se utilizo la Guia ISHAGE (“International Society
of Hematotherapy and Graft Engineering”)@”C% para
el recuento de células CD34+, utilizando los AcMo
antiCD34-PE (IM11420, clon Immul33 Beckman
Coulter) y antiCD45-FITC (IM0782U, clon J33
Beckman Coulter). Para evaluar la viabilidad celular
seutilizo 7TAAD (A1310, Invitrogen). La adquisicién
de datos se realizé en un citometro de fluyjo CyAn™
ADP (DakoCytomation).

Cultivos celulares de megacariocitos

Se efectuaron cultivos celulares de poblaciones
enriquecidas de células CD34+ a una concentracion
de 2,5 X 105 cel/ml en placas de cultivo celular con
24 pocillos (Greiner bio-one) en el medio de cultivo
StemPro-34 (10640-019, Gibco) suplementado
con Nutrient Suplement (10641-025, Gibco) y
HSA (A1653 Sigma) segun las instrucciones del
fabricante. Se le adiciono, ademas, penicilina (100 U/
ml) y estreptomicina (125 mg/ml). La estimulacion
diferenciadora se realiz6 utilizando distintas
concentraciones de TPO (PHC9514, Gibco): 5, 10,
20 y 40 ng/ml al inicio de los cultivos. Al séptimo dia
de cultivo se reabasteci6 a los cultivos con la misma
cantidad de TPO. Los cultivos fueron incubados
durante 14 dias en un ambiente hiimedo conteniendo
5 % de CO2. Alicuotas de 1 ml fueron extraidas a
diario de los cultivos para realizar los analisis que

seran detallados posteriormente.
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Analisis de la diferenciacion
megacariocitica

Elanalisisladiferenciacion megacariociticasellevo
a cabo utilizando microscopia optica de luz (MOL),
microscopia laser confocal (MLC) y citometria de
flujo. Las alicuotas fueron extendidas en laminas
porta objetos de vidrio, en donde se realizaron
diferentes procedimientos segun las técnicas de
microscopia a utilizar. Fueron examinadas alrededor
de 5000 células individuales.

Adquisicion de imagenes con microscopia
Optica de luz (MOL)

Los extendidos fueron tefiidos con el
método tradicional de May Griinwald-Giemsa.
Primeramente, las muestras fueron procesadas con
May Griinwald (Sigma-Aldrich) durante 1 min.,
y luego fueron lavadas con agua destilada para
posteriormente ser tefiidas con Giemsa diluido en
agua a una concentracion de 1:9. Por ultimo fueron
lavadas y secadas al aire libre. Todo el procedimiento
fue realizado a temperatura ambiente. Las imagenes
fueron tomadas en un microscopio Olympus Vanox
provisto con una camara Dino-Eye AM-423X y el
software proporcionado por dicha cdmara. Todas las

fotografias fueron adquiridas a un aumento de 100X.

Adquisicion de imagenes con microscopia
laser confocal (MLC)

El andlisis se realizdo empleando tres marcadores
de superficie: CD34, CD41 y CD61, y los nucleos
fueron evidenciados utilizando DAPI. CD41
(integrina alfa IIB) y CD61 (integrina beta III) son
parte del complejo glicoproteico GplIb/Illa el cual es
expresado en la membrana de los MK maduros y en
las plaquetas, y son utilizados para la identificacion
de MK, proplquetas y plaquetas. La desaparicion del

antigeno de membrana CD34 y la aparicion de

CD41 y CD61 se asocian con la transicion de una
fase proliferativa a una no proliferativa, por lo cual
la utilizacion de esta combinacion de marcadores es
utilizada para el seguimiento de la diferenciacion
megacariocitica'”®). Se realizaron experimentos
preliminares utilizando aspirados y biopsias de MO
con la finalidad de optimizar las técnicas de fijacion
€ inmunocitoquimica.

Las muestras fueron fijadas con 4 % PFA y
permeabilizadas con 0,2 % de Triton X-100 durante
10 min. Luego fueron lavadas con PBS (3 x 1
min.). Posteriormente se realizd el inmunomarcado
utilizando 1:100 antiCD34-PE y/o antiCD34-
FITC (IM1870U, clon S81 Beckman Coulter); o
1:100 antiCD41-PE (IM1416U, clon P2 Beckman
Coulter) y antiCD61-FITC (IM1758U, clon SZ21
Beckman Coulter) por 20 min. A continuacion se
lavaron los preparados (3 x 1 min.) con PBS, y por
ultimo los preparados 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 imdgenes
fueron adquiridas en un microscopio confocal
Olympus FV300 que posee laseres de 405, 488,
543 y 633 nm. Todas las imagenes se obtuvieron
a 2048 x 2048 con gran aumento (160 o 200X)
preservando los pardmetros de adquisicion en todas

las condiciones.

Analisis de los cultivos celulares

Los cultivos celulares fueron analizados tomando
alicuotas de los mismos a diario y se adquirieron
imagenes utilizando MOL y MLC. La pureza de los
cultivos y el conteo final de las células obtenidas
fueron determinados por citometria de flujo
utilizando también la Guia ISHAGE. Se realiz6
un inmunomarcado con los siguientes anticuerpos
monoclonales: CD34-PE-Cy7 (A51077, clon S81
Beckman Coulter), CD45-PE-Texas Red (IM2710U,
clone J33 Beckman Coulter), CD41-PE y CD61-
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FITC. Fueron adquiridos al menos 10.000 eventos

de cada muestra analizada.

Analisis estadistico y procesamiento de
imagenes

Dos investigadores independientes analizaron
los resultados. Se contaron al menos 350 células
de diferentes campos de cada donante obtenida
a lo largo del experimento. Los ensayos fueron
realizados por triplicado. Se utilizd el software
Origin 8.5 para realizar el analisis estadistico y los
graficos. El procesamiento de imagenes se realizo

con el software Photoshop CS6.
Resultados

Mediante la utilizacién de citometria de flujo, se
evaluo la viabilidad celular y el conteo de precursores
CD34+ previo y posterior a la purificacion magnética
(Figura 1). Para el inicio de los cultivos celulares se
parti6 de productos purificados que contaran con una
viabilidad de células CD34+ mayor o igual al 90 %.
Las células muertas y los desechos celulares fueron
discriminados y aislados utilizando la dispersion

frontal y lateral del citdémetro de flujo.

El andlisis de la pureza y viabilidad de los cultivos
de MK se llevo a cabo en el dia 14 utilizando
citometria de flujo (Figura 2A). Los MK fueron
definidos como células CD41+, CD61+, CD34-
, y fueron separados de las plaquetas utilizando la
dispersion frontal del citdémetro de flujo ya que el
tamafio de las plaquetas es muy inferior al de los
MK. Los MK CD41+/CD61+/CD34- constituyeron
entre el 80 % a 85 % del total de las células, mientras
que las células CD34+ oscilaron entre el 0 % y el
0,05 % en todos los cultivos realizados utilizando la
concentracion de TPO de 20 ng/ml. Se selecciond
esa concentracion ya que la evaluacion de las

distintas dosis de TPO utilizadas mediante el conteo
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Figura 1. Purificacion representativa de precursores CD34+ de donantes alogéni-
cos humanos aceptados para trasplante de MO realizada con MACS. Diagramas
de puntos de citometria de flujo mostrando el porcentaje de células CD34+ y
la viabilidad celular de uno de los donantes antes y después de la purificacion.
Las células fueron reconocidas utilizando un anticuerpo monoclonal anti-CD34.
7-AAD indica la mortalidad celular. Los datos son expresados como porcentaje
del total de células.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 2. Evidencias inmunofenotipicas de la diferenciacion megacariocitica y
analisis de las diferentes dosis de TPO utilizadas. (A) Diagramas de puntos de
citometria de flujo, donde se visualiza la expresion de CD34, CD41 y CD61 en
el dia 14 de cultivo. Se confirma la ausencia de células CD34+ y la presencia de
altos valores de células coexpresando CD41 y CD61. (B) El grafico muestra la
media y los desvios estandar de las diferentes concentraciones de TPO utilizadas.
Se evidencia que el porcentaje de células CD41+/CD61+ es mayor cuando se
estimula con 20 ng/ml de TPO. Las medias de todas las concentraciones de TPO
utilizadas son diferentes y estadisticamente significativas con un p<0,05 para to-
dos los grupos. (C) El grafico de barras expone los recuentos de células obtenidos
al final de los cultivos, para cada concentracion de TPO utilizada.
Fuente: elaboracion propia.
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de células CD41+/CD61+/CD34- al dia 14
evidencid que la riqueza era mayor cuando se
utilizaban dicha concentracion de TPO (Figura Dia 3
2B). El analisis estadistico demostr6 que las medias
de los grupos son significativamente diferentes
(p<0,05 en todos los casos). Se realizaron, ademas, Dia 5
los recuentos de células CD34+, CD41+/CD61+, y
células totales por citometria de flujo al final de los
cultivos para cada concentracion de TPO utilizada

(Figura 2C).

La caracterizacion de los MK obtenidos a partir
de precursores movilizados de MO fue realizada
a diario, lo cual permitié evaluar el estado de los
cultivos durante la duracion del experimento. Se
utilizé la tinciéon de May Griinwald-Giemsa (datos

no mostrados) y los marcadores especificos de MK

y plaquetas CD41 y CD61 (Figura 3). = Lo o
i
—
w ] e e = CD34 Figura 3. Coexpresion de CD41 y CD61 a lo largo de la megacariopoyesis
_g . T3 humana in vitro. Las imagenes de MLC indican ausencia de células positivas para
g‘ . N CD41 (rojo) y CD61 (verde) hasta el dia 5 y se observan sefiales positivas signifi-
@ 5o cativas a partir del dia 6 persistiendo hasta el final del experimento, confirmado la
% correcta diferenciacion megacariocitica. Se observan células con altos niveles de
g ploidia en el dia 13 (flechas). Los ntcleos celulares fueron reconocidos con DAPI
2 (azul).
‘g ] Fuente: elaboracion propia.
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2 ¥
8 50 , / sefial CD34+ (Figuras 4 A y B). Al contrario, no
8 \ D, .
8 <o / se visualizd6 inmunomarcacion de CD41 y CD61
@ i
[T .. . , .
= /{. _ positiva durante los primeros dias de cultivo, los
5 & T oo . ,
o 01 =" e cuales comenzaron a emitir sefial a partir del dia
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C Figura 4. Analisis cuantitativo de la expresion de CD34 y de la coexpresion
de CD41/CD61 durante la megacariopoyesis humana in vitro, y cuanti-
- ficacion de los niveles de ploidia. Porcentaje de células CD34+ y células
o ] —— T CD41+/CD61+ con respecto al total de células (A) por recuento directo
o] & durante la primera semana de cultivo, (B) por citometria de flujo durante
§ 2s ] todo el experimento. Se visualiza que los resultados son similares por ambos
£ ol métodos (C). El grafico muestra la cuantificacion de los niveles de ploidia
§ ] : obtenidos al final de los cultivos. Los datos estan representados como porcen-
g ol tajes de células respecto al total. La cuantificacion se llevo a cabo por conteo
® ] directo utilizando MLC.
o] l_l I;l — Fuente: elaboracion propia.
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sexto, exponiendo el proceso de maduracion de los
MK desde ese dia y hasta el final del experimento
(Figuras 4 A y B). Estos datos evidenciaron que la
diferenciacion megacariocitica fue exitosa. También
se realiz6 un andlisis de ploidias (Figura 4 C), el
cual reafirmé la buena diferenciacion de los MK

debido a los altos niveles de ploidia obtenidos.

Discusion

Debido a que es la primera vez que se realizan
cultivos celulares de MK humanos en nuestro pais fue
necesario llevar a cabo experimentos preliminares
para definir las condiciones Optimas de cultivo,
definidas como tales aquellas que permitieron
la expansion y diferenciacion megacariocitica.
También se utilizaron aspirados y biopsias de MO
para la optimizacion de las técnicas de fijacion e
inmunocitoquimica.

Aunque los cultivos celulares para el estudio de la
mecariopoyesis y trombopoyesis se realizan desde
hace bastantes aflos, aun no se han establecido las
condiciones Optimas para su realizacion. Si bien
en la bibliografia cientifica se reportan diversos
protocolos, se carece de un protocolo estandar con el
cual se puedan hacer comparaciones. Por otra parte,
la necesidad en el abastecimiento de plaquetas en los
Bancos de Sangre hace imperiosa la realizacion de
nuevos ajustes en los sistemas in vitro para obtener
plaquetas, y asi poder suplir las necesidades de la
poblacion afectada. Si bien es de suma relevancia
entender los mecanismos de formacion y liberacion
de plaquetas, en la actualidad se sabe muy poco
acerca de lo que inicia y regula el proceso de
formacion de proplaquetas. Esto lleva a que no exista
un control directo sobre el proceso de formacion de
plaquetas en los sistemas in vitro. En el 2007, Junt et
al.®? realizaron estudios microscopicos intravitales
en ratones, donde se mostro que las fuerzas de corte
del flujo sanguineo en los sinusoides probablemente

ayudaban a la liberacion de las plaquetas. También

se han creado biorreactores que simulan el
entorno medular y muestran un aumento al doble
en los rendimientos de plaquetas comparada con
las condiciones estaticas, pero aun falta mucho por
investigar y afinar en este campo@?GE)EOET,

En el presente trabajo se evaluaron las condiciones
de estimulacion Optima para obtener una alta
riqueza de MK que permita tanto el estudio de
la megacariopoyesis asi como la obtencion de
proplaquetas y plaquetas. Se han evaluado distintas
condiciones de estimulacion con TPO, evidenciando
que se necesita una dosis de TPO inicial (20 ng/ml)
y un reabastecimiento de la misma cantidad de TPO
al séptimo dia para la obtencion de un buen niimero
y proporcion de MK. Los resultados obtenidos
son acordes con los obtenidos en la bibliografia
cientifica especifica®?)@29@)@02N [ os valores de
TPO utilizados en nuestro trabajo son un poco menor
a la mayoria de los trabajos citados (30 a 50 ng/ml),
aunque se mantiene dentro de los rangos utilizados
(10 a 100 ng/ml). Esta diferencia puede ser debida
a que en la mayoria de los mencionados trabajos se
utilizan células patologicas, mientras que en este
trabajo se utilizan células de individuos normales.
Ello podria sugerir que en condiciones patologicas
el umbral en el cual los precursores responden al
estimulo de TPO es mayor que en condiciones

fisioldgicas como las que se reporta en este trabajo.

Conclusiones

Se estableci6 un nuevo protocolo para la obtencion
de una muestra altamente enriquecida de MK a
partir de productos de leucoaféresis provenientes
de la movilizacion de precursores CD34+ de
donantes alogénicos aceptados para trasplante de
MO. La concentracion 6ptima de TPO hallada bajo
las condiciones de cultivo establecidas fue de 20
ng/ml al principio de los cultivos y a los 7 dias de

transcurrido el mismo.
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