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DESCRIPCION
Método para producir plaquetas
Sector de la técnica
La presente invencion se refiere a un método para producir plaquetas a partir de megacariocitos maduros.
Estado de la técnica

La diferenciacion de megacariocitos (MK) es un proceso continuo caracterizado por etapas secuenciales. La ploidia
de MK aumenta a través de endomitosis, con un aumento paralelo en el tamafio celular. La sintesis de organulos de
almacenamiento y de la membrana plasmatica se potencia, produciendo la formacién de membranas de
demarcacion. La maduracion citoplasmatica esta asociada con un aumento marcado en el tamafo de MK.
Finamente, el MK maduro experimenta reorganizacion completa del citoesqueleto con implicacion de los
microtubulos, para inducir elongaciones pseudopodiales correspondientes a proplaquetas (Patel et al., 2005a;
Richardson et al., 2005). Las plaquetas se liberan de las puntas de estas proplaquetas que contienen todos los
organulos plaquetarios.

Las plaquetas en circulacién estan implicadas en la formacion de trombos por adhesion a la pared de los vasos y por
agregacion sobre la primera capa de las plaquetas adherentes a la matriz subendotelial (Ruggeri, 2003). El factor de
von Willebrand (VWF) es un constituyente principal de las células endoteliales que revisten la vasculatura. VWF es
la unica proteina capaz de detener las plaquetas en circulacién en condiciones de altas velocidades de corte (>1000
s). Las plaquetas fijadas se traslocan sobre VWF de matriz inmovilizado, a través de la unién de GPIb (también
conocido como CD42b) al dominio A1 de VWF (Huizinga et al., 2002). La activacion de la integrina allbp3 (también
conocida como CD41a/CD61), que aparece progresivamente durante la fijacion transitoria de las plaquetas, implica
sefializacion mediada por GPIb y permite la union de allbB3 a la secuencia RGD de VWF. El sindrome de Bernard-
Soulier (BSS) es un trastorno hemorragico caracterizado por trombocitopenia grave y plaquetas gigantes (Nurden,
2005). Se debe a anormalidades cuantitativas o cualitativas del complejo GPIb-IX-V, en particular de la subunidad
GPIlba que contiene el sitio de unién a VWF. Se encuentran cantidades normales de MK en la médula 6sea de
pacientes con BSS, lo que sugiere que la macrotrombocitopenia observada en este entorno esta relacionada con la
formacion deficiente de plaquetas a partir de los MK.

Como a menudo no se observa fragmentacion de MK en plaquetas en el espacio medular, los MK necesitan migrar a
los capilares de la medula 6sea (Tavassoli y Aoki, 1981). El desprendimiento de plaquetas de las proplaquetas se ha
descrito en ausencia de condiciones de flujo. Resulta curioso el hecho de que la produccion de plaquetas
desprendidas de MK cultivados en presencia de trombopoyetina (TPO) sea muy inferior a lo que podria esperarse en
condiciones 6ptimas de maduracion (Norol et al., 1998). Muchas etapas del desprendimiento de plaquetas siguen sin
resolverse. En particular, nunca se ha demostrado el papel de las fuerzas de corte sobre la formacién de plaquetas.
Los receptores de VWF GPIb y de allbB3 se expresan ambos en la superficie de MK durante la maduracion (Debili et
al.,, 1990). Se han identificado pocos MK maduros en la circulacion sanguinea (Pedersen, 1978; Tavassoli y Aoki,
1981), donde estan expuestos a VWF en el lado luminal de las células endoteliales.

Ademas, resulta curioso el hecho de que en condiciones 6ptimas de cultivo de MK, la producciéon de plaquetas
desprendidas in vitro sea muy inferior a lo que podria esperarse de la gran produccion de plaquetas diaria in vivo.
Por tanto, existe una importante necesidad de disponer de un buen sistema de produccién de plaquetas.

Objeto de la invencién

La invencioén se define en las reivindicaciones. En particular, se refiere a un método ex vivo para producir plaquetas,
a partir de megacariocitos maduros, comprendiendo dicho método una etapa de someter una suspension de
megacariocitos maduros, a un flujo que tiene una velocidad de corte de al menos 600 s en una fase sdlida
recubierta con factor de von Willebrand.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones:

Como se usa en este documento, el término "plaquetas” indica los cuerpos citoplasmaticos anucleados derivados de
células que estan implicados en los mecanismos celulares de hemostasis primaria que conduce a la formacion de
coagulos sanguineos.

Como se usa en este documento, el término "proplaquetas” indica cualquier forma estructural de un megacariocito o
sus fragmentos, tales como particulas tipo plaqueta unidas de forma citoplasmatica, que podrian producir la
formacion de plaquetas. Las formas estructurales incluyen, aunque sin limitacion, células son largas extensiones
citoplasmaticas, proyecciones o pseudopodios que contienen hinchamientos que abarcan cuerpos plaquetarios en
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diversas fases de formacion, tales como, noédulos, ampollas y similares.
Como se usa en este documento, el término" "megacariocito” indica una célula de médula 6sea responsable de la
produccién de plaquetas sanguineas necesarias para la hemostasis normal. Los megacariocitos se obtienen de
células precursoras de células madre hematopoyéticas en la médula ésea. La sefal principal para la produccion de
megacariocitos es la trombopoyetina o TPO. TPO es necesaria para inducir la diferenciacion de células progenitoras
en la médula 6sea hacia un fenotipo final de megacariocito. Otras sefiales moleculares para la diferenciacion de
megacariocitos incluyen GM-CSF, IL-3, IL-6, IL-11, y eritropoyetina.

Como se usa en este documento, la expresion "megacariocitos maduros" indica una poblacion de megacariocitos
que expresan de un modo estable los marcadores superficiales GPIb y allbB3. Como se usa en este documento, una
"expresion de modo estable" de un marcador superficial indica que, en una poblacion celular, al menos el 70 % de
las células expresa estos marcadores superficiales.

Como se usa en este documento, la expresion "velocidad de corte" se refiere al parametro usado para caracterizar el
flujo laminar. En tubos el flujo laminar tiene un perfil de velocidad de flujo parabdlico con velocidad de flujo creciente
de las capas de transmisién adyacentes que alcanzan un maximo en el eje luminal. El aumento de la tasa de
velocidad radial en capas adyacentes se define como la velocidad de corte. En una camara de placa paralela la
velocidad de corte se da por la formula (y) y corresponde a un gradiente de velocidad en un material que fluye. La
unidad S| de medicion para la velocidad de corte es s™', expresada como "segundos reciprocos" o "segundos
inversos". La férmula de la velocidad de corte (y) es:

v= f(k) 6Q/ab?

Donde vy es la velocidad de corte (en s™), Q es el caudal (ml/s), a = anchura de abertura (cm), b = altura de abertura
(cm) y f (k) es una funcidn de los parametros fisicos del sistema. Por ejemplo, usando una camara de flujo de la
instrumentacion Maastricht (descrita en (Legendre et al., 2006)), f(k) es igual a 1,03 para velocidades de corte >100
s™'. De ese modo, la velocidad de corte puede ajustarse controlando el caudal y la altura de abertura de la camara.

En la circulacion humana las velocidades de corte varian de 30-40 s'en las venas mas grandes hasta 5000 s™' en la
microcirculacion.

Como se usa en este documento, la expresion "factor de von Willebrand" o "VWF" indica la proteina multimérica que
consiste en varios monémeros implicados en hemostasis. Una secuencia ejemplar de aminoacidos del factor
humano de von Willebrand puede encontrarse en la base de datos GenPeptcon el nimero de acceso AAB594582.
Preferiblemente, el factor de von Willebrand de acuerdo con la invencion es un factor de mamifero de von
Willebrand, incluso mas preferiblemente un factor murino o un factor de primate, incluso mas preferiblemente un
factor humano de von Willebrand. El término "VWF" abarca VWF de cualquier origen de mamifero, tal como VWF de
primate, preferiblemente VWFhumano. También puede ser VWF recombinante. Los expertos en la materia pueden
producir facilmente VWF recombinante de acuerdo con técnicas convencionales en la técnica.

De acuerdo con la invencion, el factor VWF puede ser VWF recombinante VWF nativo. En su forma nativa, puede
purificarse o puede estar comprendido en una composicion que comprende otros componentes (por ejemplo, en una
matriz extracelular).

También estan cubiertos los fragmentos de VWF, variantes de VWF y analogos de VWF, donde dichos fragmentos,
variantes y analogos tienen la capacidad de unirse a GPIb. Los fragmentos, variantes y analogos de VWF pueden
incluir aunque sin limitacion: el fragmento triptico de 52/48 kDa de VWF (Fujimura et al., 1986) ; VWF digerido por la
proteasa V-8 de Staphylococcus aureus (Girma et al., 1986a; Girma et al., 1986b); concentrados de VWF para uso
terapéutico (Federici, 2005; Goudemand et al., 2005; Houdijk et al., 1986) tales como Haemate-P/Humate-P (de
Behring), Wilfactin (de LFB; véase (Goudemand et al., 2005)) e Immunate (Baxter, Viena, Austria); y mutantes de
VWEF responsables de la enfermedad de von Willebrand tipo 2N (que es deficiente en la unién del factor VIII).

Como se usa en este documento, la expresion " trastorno de recuento disminuido de plaqueta” indica un problema
en la produccion de plaquetas o una degradacidon aumentada de plaquetas que provoca una baja concentracion de
plaquetas o un problema debido a una funcién anormal de plaquetas que estan en el intervalo normal. Como se usa
en este documento una "baja concentracion de plaquetas" indica una concentracion inferior de 150.000 plaquetas
por mm3. De acuerdo con la invencion, los trastornos de recuento disminuido de plaquetas incluyen, aunque sin
limitacion trombocitopenia autoinmunitaria, trombocitopenia relacionada con produccién disminuida (origen central) y
destruccion aumentada de cualquier causa (origen periférico).

Como se usa en este documento, el término "sujeto” indica un mamifero, tal como un roedor, un felino, un canino, y
un primate. Preferiblemente un sujeto de acuerdo con la invencion, es un ser humano.
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Método y dispositivo para producir plaquetas

La invencién se refiere a un método ex vivo para producir plaquetas, que comprende una etapa de someter una
suspension de megacariocitos maduros a un flujo que tiene una velocidad de corte de la menos 600 s™' en una fase
sdlida recubierta con factor de von Willebrand.

En una realizacion preferida, el flujo tiene una velocidad de corte de al menos 800 s, preferiblemente al menos
1000 s, preferiblemente al menos 1200 s, preferiblemente al menos 1400 s, incluso mas preferiblemente al
menos 1600 s, al menos 1800 s-! o al menos 2000 s™'.

Tipicamente el flujo tiene una velocidad de corte que no excede la velocidad de corte fisioldégica a la que pueden
someterse las plaquetas in vivo. Tipicamente, dicha velocidad de corte no excede los 6000 s, preferiblemente 4000
s, incluso mas preferiblemente 3000 s™.

En una realizacion, la suspensién de megacariocitos maduros presenta una concentracion de células comprendida
entre 0,5x108 y 4x10° por ml, preferiblemente al menos 1x10¢ por ml, preferiblemente al menos 2 x10° células por ml,
incluso mas preferiblemente al menos 4 x108 por ml.

Tipicamente, la suspension de megacariocitos maduros comprende una poblaciéon de megacariocitos suspendida en
un medio de cultivo celular apropiado. En una realizacion, dicho medio de cultivo celular es medio de Dulbecco
modificado por Iscove (IMDM).

La suspension de megacariocitos maduros puede obtenerse después de aislamiento de una muestra de sangre o
muestra de médula ésea. Como alternativa, puede usarse una suspension de lineas celulares estables de
megacariocitos tales como DAMI (Greenberg et al., 1988), Meg-01 (Isakari et al., 2009), UT7/TPO (Barroga et al.,
2008) en condiciones apropiadas. De acuerdo con la invencion, la suspension de megacariocitos maduros se
somete a una velocidad de corte de al menos 600 s para un tiempo de exposicion suficiente para la produccion de
plaquetas. Tipicamente, dicho tiempo de exposicién puede estar comprendido entre 10 minutos y 2 horas,
tipicamente, entre 15 minutos a 1 hora, incluso mas preferiblemente entre 15 minutos y 30 minutos. En una
realizacién preferida, dicho tiempo de exposicién es de aproximadamente 20 minutos.

En una realizacion particular, la fase sélida se recubre por incubacion con una solucion de factor de von Willebrand o
fragmento o variante o analogo del mismo.

Tipicamente, la concentracion de VWF usada para recubrir la fase sdlida es entre 5y 100 ug/ml. En una realizacion
preferida, la concentracién de VWF es de 20 ug/ml.

En una realizacion, la fase solida se recubre con un fragmento o variante o analogo seleccionado entre el grupo que
consiste en fragmento triptico de 42/48 kDa de VWF; VWF digerido con la proteasa V-8 de Staphylococcus aureus;
concentrados de VWF para uso terapéutico y VWF de tipo silvestre recombinante o mutantes de VWF responsables
de la enfermedad de von Willebrand tipo 2N.

El método para producir las plaquetas a partir de megacariocitos maduros puede realizarse en una camara de flujo,
donde la camara de flujo comprende una pared inferior recubierta con VWF o un fragmento o variante o analogo del
mismo, donde dicho fragmento, variante o analogo del mismo se une a GPIb.

También se describe un dispositivo para producir las plaquetas a partir de megacariocitos maduros, comprendiendo
dicho dispositivo una camara de flujo que comprende una pared inferior recubierta con VWF o un fragmento o
variante o analogo del mismo donde dicho fragmento, variante o analogo del mismo se une a GPIb.

En una realizacién preferida, la camara de flujo consiste en una cavidad rectangular.

En una realizacién adicional. El fondo de la camara de flujo es un cubreobjetos de vidrio recubierto con el factor de
acuerdo con la invencion.

En una realizacion adicional, la camara de flujo usada para la produccion de plaquetas puede ser la camara descrita
en (Mekrache et al., 2002) y (Legendre et al., 2006).

En otra realizacion, la camara de flujo es un sistema de flujo de microfluidos tal como tubos microcapilares de vidrio
(Kauskot et al., 2007), o un biochip de microfluidos y detector de flujo (Robinson et al., 2008; Williams et al., 2002), o
cualquier otro tipo de sistema de flujo de microfluidos (véase, por ejemplo, Conant et al., 2009).

De forma ventajosa, algunas camaras de flujo adecuadas para la invencién permiten trabajar en condiciones
estériles (véase, Williams et al., 2002 y Conant et al., 2009 por ejemplo). En una realizacion preferida, dicha cdmara
de flujo es estéril.
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En una realizacién adicional, la velocidad de corte se obtiene gracias a una bomba eléctrica en la camara de flujo.

Plaguetas y composiciones farmacéuticas:

Se describen adicionalmente plaquetas que se pueden obtener por el método descrito anteriormente.

En un objeto adicional de la presente descripcion, las plaquetas que se pueden obtener por el método descrito
pueden usarse para la preparacion de una composicion farmacéutica.

Por tanto, la presente descripcion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende las plaquetas
descritas en este documento. La composicion farmacéutica generalmente puede incluir uno o mas vehiculos,
aditivos, antibiéticos, conservantes, adyuvantes, diluyentes y/o estabilizantes farmacéuticamente aceptables y/o
aprobados. Dichas sustancias auxiliares pueden ser agua, solucion salina, glicerol, etanol, agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias tamponantes del pH, o similares. Los vehiculos adecuados tipicamente son moléculas
grandes, metabolizadas lentamente tales como proteinas, o polisacéaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicdlicos,
aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos, agregados lipidicos, o similares. Esta composiciéon
farmacéutica puede contener aditivos adicionales tales como manitol, dextrano, azucar, glicina, lactosa o
polivinilpirrolidona u otros aditivos tales como antioxidantes o gases inertes, estabilizantes o proteinas
recombinantes (por ejemplo, albumina sérica humana) adecuadas para administracion in vivo.

Como se usa en este documento, la expresion "farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y
composiciones que no producen una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion desfavorable cuando se administran
a un mamifero, especialmente un ser humano, segun lo apropiado. Un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable se refiere a una carga, diluyente, material de encapsulacién o auxiliar de formulacién de cualquier tipo
solido, semisodlido o liquido no tdxico.

Ademas, las plaquetas de acuerdo con la presente descripcidon y composiciones farmacéuticas de acuerdo con la
presente descripcion pueden usarse para el tratamiento de trastornos de recuento disminuido de plaquetas, en
particular trombocitopenia y trombocitopatia. Por ejemplo, las plaquetas que se pueden obtener por el método de
acuerdo con la presente descripcion pueden transfundirse en una cantidad eficaz a un sujeto que padece un
trastorno de produccion de plaquetas.

En una realizacién preferida, el trastorno de recuento disminuido de plaquetas puede seleccionarse entre el grupo
que consiste en trombocitopenia autoinmunitaria, trombocitopenia relacionada con produccion disminuida (origen
central) o destruccién aumentada de cualquier causa (origen periférico).

Un aspecto relacionado descrito en este documento se refiere a un método para tratar a un sujeto que padece un
trastorno de recuento disminuido de plaquetas, comprendiendo dicho método una etapa de administrar al sujeto una
cantidad eficaz de plaquetas de acuerdo con la presente descripcién (0 una poblacion de las mismas o una
composicion farmacéutica de las mismas).

En el contexto de la descripcion, el término "tratar" o "tratamiento”, como se usa en este documento, se refiere a un
método que esta dirigido a retardar o prevenir la aparicién de una patologia, a revertir, a aliviar, inhibir, ralentizar o
detener la progresién, agravamiento, o deterioro de los sintomas de la patologia, a conseguir mejoras de los
sintomas de la patologia, y/o a curar la patologia.

Como se usa en este documento, la expresion "cantidad eficaz" se refiere a cualquier cantidad de plaquetas de
acuerdo con la presente descripcion (o una poblacidon de las mismas o una composicion farmacéutica de las
mismas) que es suficiente para conseguir el propdsito pretendido.

Las dosificaciones y regimenes de administracion eficaces pueden determinarse facilmente mediante una buena
practica médica en base a la naturaleza de la patologia del sujeto, y dependera de varios factores incluyendo,
aunque sin limitacién, el grado de los sintomas de la patologia y el grado de dafio o degeneracion del tejido u érgano
de interés, y las caracteristicas del sujeto (por ejemplo, edad, peso corporal, género, salud general, y similares).

Para terapia, pueden administrarse plaquetas y composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
descripcién de forma sistémica, por administracion intravenosa. La dosis y la cantidad de administraciones pueden
optimizarse por los expertos en la materia de un modo conocido.

Ademas, pueden usarse plaquetas de acuerdo con la presente descripcion para propoésitos de diagndstico. Pueden
usarse como control normal para la normalizacién de la funcién plaquetaria.

El ensayo de funcion plaquetaria requiere plaquetas sanguineas frescas en condicién funcional nativa de individuos
normales e individuos afectados. La enfermedad de von Willebrand es la uUnica causa mas comun de trastorno
hemorragico. Ademas, hasta el 50 % de los trastornos hemorragicos mucocutaneos estan causados por un trastorno
de la funcién plaquetaria. La normalizacion del ensayo de funcion plaquetaria requiere que el laboratorio realice un
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control normal con cada lote de ensayos de funcion plaquetaria realizados. Sin embargo, el muestreo continuo de
sangre normal por venipuncién genera varias preocupaciones para la salud y cuestiones éticas. La evaluacién en
laboratorio de las funciones plaquetarias incluye agregacion por transmitancia de luz y ensayo de liberacion de ATP,
ensayos de glucoproteina, microscopia electronica, ensayo de la funciéon procoagulante, ensayos genéricos (Pai y
Hayward, 2009).

Por lo tanto, se describe un método para diagnosticar un trastorno plaquetario que comprende la etapa de usar
plaquetas de acuerdo con la presente descripcion para normalizar la funcién plaquetaria.

Tipicamente, las plaquetas de acuerdo con la presente descripcion pueden obtenerse de lineas celulares de
megacariocitos como se ha descrito anteriormente. Después se usan para normalizar la funcién plaquetaria en un
ensayo de diagnéstico in vitro. En otras palabras, se usan como control positivo en un ensayo de diagnéstico in vitro
para medir la funcién plaquetaria.

La invencion se ilustrara adicionalmente a través de los siguientes ejemplos, figuras y tablas.
Figuras:

Figura 1: Cuantificacion de la formacion de proplaquetas a alta velocidad de corte, efecto de inhibidores
y superficies adhesivas. Se perfundieron células suspendidas en IMDM en VWF a 1800 s durante diez
minutos, después se perfundio IMDM en solitario durante 10 minutos. La adhesion condujo a cambios en la
forma principal de las células y a formacion de proplaquetas. El panel A muestra las dos fases de deformaciones
de MK en condiciones de corte precedentes a las proplaquetas y liberacion de plaquetas, en comparacion con
MK no deformados (fase 1); la deformacion prematura se caracterizé por elongacién del citoplasma (fase 2); la
fase 3 incluye deformacion tardia de los MK con reorganizacion del citoesqueleto en un polo de la célula o ambos
extremos, un largo filamento delgado de "sarta de cuentas" sucesivas, la célula después se rompe en regiones
delgadas. La exposicion adicional a corte generd plaquetas aun asociadas con largas hebras citoplasmaticas o
parejas de plaquetas, asi como plaquetas redondeadas. La cuantificaciéon se muestra en el panel B: (a), los
cambios de forma de MK se clasificaron en cuatro categorias: 1) MK en traslocacion; 2) MK en deformacion
prematura con pérdida de esfericidad; 3) MK en deformaciéon tardia y elongacion de proplaquetas; 4)
fragmentacion de proplaquetas y formacion de plaquetas. Panel b-f: distribucién de células en cada categoria
respecto a la cantidad total de células contadas en 10 campos, como funcion del tiempo de perfusion. En
ausencia de inhibidor, modificaciones de distribuciones de MK de sangre de cordon umbilical (panel b) o MK de
médula 6sea (panel c) perfundieron en VWF. La perfusion de MK de sangre de cordon umbilical en VWF en
presencia de inhibidores de la interacciéon GPIb-VWF, un anticuerpo de bloqueo contra la glicocalicina (panel d),
o MoAb anti-VWF (panel €), indicé una inhibicién principal del contacto de MK en VWF y de las etapas
posteriores, suprimiendo de ese modo la formacién de proplaquetas. Abciximab, que bloquea la interaccion de
allbB3 con VWF, evitd la formacion de proplaquetas y plaquetas (panel f). Representativo de 15 experimentos.
La barra representa 10 ym.

Figura 2: Aspecto por microscopia o6ptica de MK de sangre de cordéon umbilical adherentes a
cubreobjetos recubiertos con VWF en condiciones de corte o estaticas. Se recubrieron cubreobjetos de la
camara de flujo y se aclararon con PBS antes de fijacion en metanol enfriado en hielo y posterior tincion de
Romanovsky. Después de exposicion a altas velocidades de corte durante 20 min, numerosos MK presentaban
extensiones de proplaquetas largas y delgadas orientas paralelas al flujo. Una Unica proplaqueta larga y unipolar
se extiende desde el nucleo celular con brotes en su extremidad y a lo largo del eje (panel izquierdo). Como
control del efecto de alta velocidad de corte, se depositaron MK sobre VWF y se incubaron en condiciones
estaticas durante 20 min, se retiraron las células no adherentes y se aclar6é el cubreobjetos con IMDM. Las
células presentaban una forma esférica, sin ninguna extensién de proplaqueta (panel derecho). Aumento x 500.

Figura 3: Papel de los microtubulos en la formacién proplaquetas inducida por corte. Panel A: marcaje por
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos antitubulina que muestran formacion de proplaquetas y plaquetas.
Los MK expuestos a una velocidad de corte de 1800 s™" en una superficie recubierta con VWF se fijaron vy tifieron
con faloidina (paneles de la izquierda) y anticuerpos antitubulina (paneles de la derecha). Se analizaron las
imagenes con un microscopio confocal. No es visible colocalizacién entre actina y tubulina. Panel B: un MK que
desprende plaquetas extiende una proplaqueta larga y delgada con una extremidad hinchada de tamafio de
plaqueta. El eje de proplaqueta completo, asi como su punta, se marca para tubulina. Dos fragmentos celulares
desprendidos presentan marcaje caracteristico de tubulina: delinea la proplaqueta con forma de mancuerna y su
estrechamiento central mientras que el fragmento con tamafio de plaqueta muestra un patron de marcaje
circular. Panel C: efecto de inhibidor de microtubulos sobre proplaquetas. La reversion de la elongacion de
proplaquetas se caracteriza por desorganizacion de tubulina.

Figura 4: Ultraestructura de MK expuesto a altas velocidades de corte que conducen a formacion de
plaquetas. Se recogieron suspensiones celulares efluentes en fijador directamente de la salida de la camara de
perfusién y se procesaron para microscopia electronica como se describe en la seccion de métodos. Los MK
maduros estaban alargados, extendiendo filopodios citoplasmaticos largos que encerraban microtubulos
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longitudinales paralelos (recuadro). Estas proplaquetas mostraban hinchamientos regulares que contenian
organulos citoplasmaticos. Un fragmento citoplasmatico esférico grande, probablemente una proplaqueta
desprendida (pp) estaba localizado en las cercanias (panel a). Los Iébulos nucleares (N) que contenian
cromatina densa se alargaron y se localizaban en un polo de la célula. Los nucleos desnudos con una forma oval
y lébulos nucleares compactos que contenian cromatina densa, que normalmente estdn ausentes de cultivo de
MK, se recuperaron en los efluentes (panel b). Las proplaquetas (PP) rellenas de organulos citoplasmaticos
aparecieron como fragmentos citoplasmaticos grandes, desprovistos de nucleos, casi esféricos, con forma de
mancuerna o alargados con extremidades delgadas (paneles c y d). Se observaron varios fragmentos aislados
con tamafio de plaqueta (P) (panel e). La barra representa 2 um.

Figura 5: Especificidad de VWF y altas velocidades de corte en formacion de proplaquetas.

Panel A: imagenes de contraste de fase de MK que forman plaquetas en un cubreobjetos cubierto de VWF en
condiciones estaticas (paneles superiores) y a una alta velocidad de corte (paneles inferiores). Se formaron
proplaguetas en 14 h y fueron maximas en 16 h en condiciones estaticas, pero requerian solamente 10 min en
flujo. Panel B: monocapas de HUVEC soportaban adhesion de MK incluso en ausencia de activacion (paneles
superiores), mientras que se observaba formacion de proplaquetas después de activacion de HUVEC (paneles
inferiores). Panel C: las deformaciones de MK y formacion de proplaquetas en superficies no VWF eran minimas
en condiciones de corte como se muestra por fibrindgeno, fibronectina y colageno.

Figura 6: Las plaquetas obtenidas de exposicion de MK a altas velocidades de corte pueden activarse por
trombina.

Se analizaron efluentes celulares en el flujo continuo de MK expuestos a altas velocidades de corte en un ensayo
de adhesion de fibrinégeno en condiciones estaticas, seguido por microscopia confocal, con tincién celular con
faloidina-Alexa 546 para visualizar actina y Alexa 488 para visualizar allbB3. Las plaquetas derivadas de MK
generadas por exposicion a corte (paneles superiores) se adherian a fibrindgeno en ausencia (paneles de la
izquierda) o en presencia de trombina (paneles de la derecha). Las células no activadas presentaban tincion
difusa de actina y localizacién en membrana de allbB3. Después de la activacion de trombina, los filamentos de
actina se organizaban como fibras de estrés. Presentan una organizacién citoesquelética similar que plaquetas
sanguineas lavadas preparadas en un ensayo diferente sin exposicion a corte (paneles inferiores). La barra
representa 10 um.

Figura 7: Plaquetas liberadas activadas por trombina expresan P-selectina. Se activaron efluentes celulares
0 no, por trombina como se describe en la leyenda de la figura 6, y se analizaron en un ensayo de citometria de
flujo. Las muestras se marcaron con anti-CD62P-FITC (FL1, P-selectina) y anti-CD41-PE (FL2, allb). Se usaron
ajustes de perfiles de FSC-SSC de plaquetas lavadas para analizar las células del flujo continuo (MK del panel
superior izquierdo: expuestos a corte; panel inferior izquierdo: plaquetas lavadas). Histograma de células doble
positivas a CD62P y CD41, en regiones R1, R2 y R3 obtenidas de graficos de puntos (dot-plot) en ausencia
(barras vacias) o en presencia de trombina (barras rellenas). Solamente las muestras activadas con trombina
contenian células CD62P positivas, mientras que todas las muestras eran positivas para CD41a (panel superior
derecho). Representacién de histograma de plaquetas activadas (R1) en el flujo continuo, en presencia de
trombina, después de marcaje con IgG no inmune (linea delgada, fondo gris), anti-CD62P o anti-CD41a (linea
gruesa) (panel inferior derecho).

Figura 8: Modificaciones ultraestructurales de plaquetas derivadas de MK después de activacién con
trombina. Se activaron efluentes celulares o no por trombina, y se estudiaron por microscopia electrénica. En
ausencia de trombina, los fragmentos de tamafio de plaqueta mostraban una superficie lisa y contenian varios
granulos alfa (A) dispersados en todo el citoplasma, asi como cisternas SCCS diferenciadas (panel a). En
presencia de trombina, los fragmentos con tamafio de plaqueta presentaban cambios morfologicos
caracteristicos de plaquetas activadas, concretamente una forma esférica, pseudopodios superficiales (p),
material denso dentro de las cisternas dilatadas de SCCS, sin granulacion en el citoplasma y un haz central de
microfilamentos, reminiscente de plaquetas sanguineas activadas (panel b). La barra representa 2 ym.

Ejemplo:

Material y métodos

Proteinas

El VWF se obtuvo de una donacion del Laboratoire frangais du Fractionnement et des Biotechnologies (Lille,
Francia). El fibrindbgeno se obtuvo en Hyphen BioMed (Neuville-sur-Oise, Francia). El VWF y el fibrinbgeno humano
se purificaron y se redujeron de fibronectina contaminante y de fibrinégeno y VWF, respectivamente (Legendre et al.,
2006). El colageno de tenddn equino procedia de Nycomed (Munich, Alemania) y el fibrin6geno humano de VWR
(Fontenay-sous-Bois, Francia). EI VWF recombinante (rVWF) de tipo silvestre y mutado (V1316M tipo 2B) se
obtuvieron como se describe en cualquier otra parte (Ajzenberg et al., 2000).
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Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal (MoAb) 713, que bloquea la uniéon de VWF a GPlba en presencia de ristocetina, fue una
donacién amable del Dr. JP Girma (INSERM Unit 770, Le Kremlin- Bicetre, Francia) (Ajzenberg et al., 2000). El
anticuerpo policlonal antiglicocalicina, el dominio extracelular de GPIba que contiene el sitio de unién a VWF, fue una
donacién amable del Dr. MC Berndt (Monash University, Melbourne, Australia) (Cramer et al., 1991). El anticuerpo
anti-CD62P (P-selectina) conjugado con ficoeritrina (PE), el anticuerpo anti-CD41a (allb) conjugado con isotiocianato
de fluoresceina (FITC), el anticuerpo anti-CD42b (GPlba) y los anticuerpos no inmunitarios procedian de Beckman
Coulter (Villepinte, Francia). Los MoAb Anti-a y B-tubulina procedian de Amersham (Orsay, Francia). El MoAb anti-
integrina B3 P37 fue una donacién del Dr. Gonzalez-Rodriguez (CSIC, Madrid, Espafa) (Calvete et al., 1991). El Fab
anti-allb3 (C7E3) Abciximab (Reopro®) procedia de Lilly (Suresnes, Francia).

Megacariocitos humanos

Los MK humanos usados en este estudio se cultivaron a partir de células precursoras aisladas de sangre de cordon
umbilical o de médula 6sea. Las muestras de médula ésea humana (recogidas durante cirugia de cadera), y las
muestras de sangre de cordon umbilical se obtuvieron después del consentimiento informado de acuerdo con
nuestro comité de ética institucional (Assistance Publique des Hopitaux de Paris) y de acuerdo con la Declaracion de
Helsinki. Las células CD34+ de sangre de cordon umbilical y de médula ésea humanas se separaron por una técnica
inmunomagnética (StemCell Technologies, Grenoble, Francia) como se ha descrito previamente (Fichelson et al.,
1999). Las células se cultivaron en medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM) (Gibco-Invitrogen, Cergy-
Pontoise, Francia) complementado con sustituto de suero BIT 9500 al 15 % (StemCell Technologies) y 20 nmol/l de
agonista de péptido TPO AF13948 (Genosys-Sigma, Saint Quentin Fallavier, Francia). Se afiadieron una vez diez
ng/ml de factor de células madre (SCF) (Amgen, Neuilly-sur-Seine, Francia), en el primer dia de cultivo. Los MK
cultivados durante 10 a 16 dias en presencia de TPO estaban completamente maduros y dotados para biogénesis
de plaquetas (Patel et al., 2005a). Se demostré por citometria de flujo que las células expresaban GPIb y allbp3 (60-
70 % de células positivas). Para experimentos de corte, las células se usaron entre el dia 10 y 16.

Plaquetas humanas

Se obtuvo sangre de individuos sanos que no habian ingerido ninguna medicacion durante las dos semanas previas.
Se extrajo sangre en dextrosa con citrato acido (ACD) al 15 % (v/v) pH 5,8. Se prepararon plaquetas lavadas a partir
de plasma rico en plaquetas aisladas (PRP) en presencia de apirasa (1 U/ml) (Sigma) y ACD (1 ml para 40 ml)
(Ajzenberg et al., 2000). En resumen, después del lavado, las plaquetas se resuspendieron en tampén Hepes (10
mmol/l de Hepes (acido N-[2-hidroxietil]piperazin-N'-[etanosulfénico]), 136 mmol/l de NaCl, 2,7 mmol/l de KCl y 2
mmol/l de MgCI2) pH 7,5 que contenia albumina sérica bovina al 0,15% (BSA). Las plaquetas se contaron con un
contador electrénico de particulas (Modelo Z1, Coulter Electronics, Margency, Francia), y se ajustd la concentracion
a 1,5 x 108 plaquetas/ml.

Megacariocitos y plaquetas de ratén

Se usaron ratones C57BL/6J de tipo silvestre de 7-10 semanas de vida. Los cuidados y procedimientos en animales
fueron de acuerdo con las directrices institucionales. Los megacariocitos se expandieron y separaron de médulas
Oseas lavadas abundantemente. En resumen, se cultivaron células Lin- purificadas de forma inmunomagnética en
medio apropiado de diferenciacion de megacariocitos en presencia de péptido TPO. Después de 6 dias en cultivo,
se introdujeron los megacariocitos maduros en una camara de flujo en miniatura (Conant et al., 2009) y se
perfundieron sobre VWF recombinante de ratén inmovilizado (Marx et al., 2008) a altas velocidades de corte.

Estudios de perfusion

Usando una camara de flujo publicada previamente, obtenida en Maastricht Instrumentation (Legendre et al., 2006),
se realizaron estudios de perfusion. La camara de flujo consistia en una cavidad rectangular de 0,05 mm de altura,
29 mm de longitud, y 5 mm de anchura, tallada en un bloque de Plexiglas. El fondo de la camara estaba revestido
con un cubreobjetos de vidrio recubierto durante una noche a 4 °C con VWF (20 ug/ml) diluido en solucién salina
tamponada con Tris (TBS, 25 mmol/l de Tris-HCI, pH 7,4, 150 mmol/l de NaCl). En algunos experimentos, se ensayo
otra proteina purificada (fibronectina, fibrindgeno, colageno o rVWF de tipo 2B). Los MK en suspensién en IMDM (2
ml) a una concentracion de 0,8-1 x 10° células/ml se extrajeron en una microjeringa estanca a gas de vidrio de 5 ml
(Exmine, Ito Corporation, Fuji, Japén) conectada a la camara con un ajuste de extension (Steritex, Codan, Lensahn,
Alemania). Se aplicd un caudal de 225 pl/min con una bomba eléctrica, generando una velocidad de corte de 1800 s
1. Las células se perfundieron durante 10 minutos, seguido por perfusion con IMDM a la misma velocidad de corte
durante 10 min. Todos los experimentos se realizaron a 37 °C mantenidos con un sistema de calentamiento Minitiib
(Minitib Abfiill und Labortechnik, Tiefenbach, Alemania). En algunos experimentos, se preincubaron las células o
cubreobjetos con anticuerpos durante 10 min antes de la perfusion. Después del final de la perfusion, se fijo el
cubreobjetos con metanol enfriado en hielo durante 5 min, se lavé con agua destilada, se seco, y se tifid. Los
efluentes se recogieron a la salida de la camara para estudios adicionales, incluyendo activacion de trombina.
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Sistema de videomicroscopia

La camara de perfusion se colocé en la plataforma de un microscopio invertido (Axiovert 135, Zeiss, Alemania). Se
usé una camara CCD (Sony, Tokyo, Japdn) para visualizar las células, usando un objetivo de contraste de
modulacion Hoffman 20x. Se realizd grabacién continua con un grabador de imagenes digital (Replay Software,
Microvision Instruments, Evry, Francia) conectado a un temporizador de video (VTG, Tokyo, Japdn). Las secuencias
de imagen se analizaron con el software de cuantificacion Histolab o Videomet (Microvision Instruments).

Estudios de activacién celular y citometria de flujo

Se recogieron suspensiones celulares efluentes en presencia de 0,5 mmol/l de EDTA a 1800 rpm durante 12 min, y
se resuspendieron los sedimentos en IMDM. Se incubaron las alicuotas en ausencia o presencia de trombina (0,5
U/ml) durante 10 min a 37 °C. Las células en suspension (100 pl) se incubaron durante 20 min a temperatura
ambiente con anticuerpo FITC-anti-CD62P y PE-anti-CD41a (5 ul de cada uno) o anticuerpo de control conjugado no
inmune, antes de afadir 300 pl de PBS. Las células después se analizaron con un citometro de flujo FACSort
(Becton-Dickinson, Le Pont-de-Claix, Francia); se adquirieron 10.000 eventos con ajustes sobre la regién de
plaquetas identificada por su perfil caracteristico en un diagrama de dispersor de angulo recto (SSC) y dispersor de
angulo de avance (FSC) determinado en experimentos diferentes con plaquetas lavadas no estimuladas.

Inmunofiluorescencia confocal

Se afadieron alicuotas (150 pl) de células inactivadas y activadas con trombina a portaobjetos de camara Lab-Tek
de vidrio recubiertos con fibrindgeno (Nunc, Rochester, NY) incubados durante 30 min en condiciones estaticas. Se
retiraron las células no adherentes y se lavaron los portaobjetos tres veces con PBS, antes de fijacién con
paraformaldeido al 2 % (Carlo Erba, Val de Reuil, Francia) en PBS durante 30 minutos y almacenamiento a 4 °C.
Para tincion inmunofluorescente, las células se permeabilizaron durante 5 min con Triton X-100 al 0,1 % en PBS,
después se incubaron durante 30 min con el MoAb anti-B3 P37 (10 ug/ml en PBS), se lavaron e incubaron con 20
ug/ml del anticuerpo secundario conjugado a AlexaFluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR). El control negativo
us6 IgG purificada de fluido ascitico de raton a la misma concentracion de proteina. Para marcaje de actina, se
incubaron células permeabilizadas a temperatura ambiente durante 30 min con 50 ul de 30 nmol/l de AlexaFluor 546
faloidina (Molecular Probes) en PBS que contenia BSA al 3 %. Los cubreobjetos después se lavaron dos veces y se
montaron en soluciéon de montaje que contenia TOTOS3 y Vectashield (Vector Laboratories, Peterborough, RU). Se
analizé la tincion con AlexaFluor 488/AlexaFluor 546 con un microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS.

Microscopia electrénica

Se recogieron suspensiones celulares efluentes en fijador de glutaraldehido (concentracién final del 1,5 % en
tampon fosfato 0,1 M, pH 7,4) directamente a la salida de la camara de perfusion, después de pase sobre diversas
matrices y después se procesaron para microscopia electronica como se ha descrito previamente (Cramer et al.,
1997). Algunas muestras primero se activaron por trombina como anteriormente y se trataron adicionalmente para
microscopia electronica. El examen se realizé en un microscopio electrénico Jeol 10-11 (Jeol Ltd, Tokyo, Japén).

Estadistica

Se us6 ensayo t de Student para muestras no relacionadas para analisis estadistico; valores P <0,05 se
consideraron significativos. Las barras de error representan el error tipico de la media (ETM).

Resultados
Interacciones dinamicas de MK con VWF

Se perfundieron MK maduros de sangre de cordén umbilical a velocidades de corte variables sobre una superficie
recubierta con VWF purificado. A 1800 s, los MK establecian interacciones transitorias con VWF, ralentizando la
velocidad de rodamiento de los MK sobre VWF y conduciendo progresivamente a cambios morfoldgicos profundos
que finalmente condujeron a desprendimiento de plaquetas de los MK. Las diferentes etapas de la formacion de
plaquetas se resumen en la figura 1A. El proceso comienza con MK casi esféricos, después la periferia de la célula
se deforma y llegan a ser visibles pseudopodios en MK adherentes (fase 2). Después tiene lugar la elongacién del
citoplasma, organizado a lo largo del flujo, y la parte posterior y/o la parte anterior del cuerpo celular (fase 3).
Empiezan a aparecer hinchamientos intermedios con un aspecto caracteristico de sarta de cuentas. La elongacion
sucedia rapidamente, a una velocidad de 21 ym/min, por tanto 25 veces mayor que la presentada en condiciones
estaticas (Patel et al.,, 2005b). Curiosamente, la fragmentacién sucedia no solamente en la punta de estas
extensiones, sino también entre los hinchamientos, en particular en constricciones mas delgadas que liberaban
fragmentos de tamafios variables, y muy a menudo varias cuentas aun unidas juntas, pero desprovistas del cuerpo
celular principal (figura 1A). Finalmente, estos fragmentos se descomponian adicionalmente en particulas mas
pequefas, el tamafo de una plaqueta, claramente visible durante puntos temporales posteriores (figura 1A). La
fragmentacion de proplaquetas sucedia rapidamente en 15-20 min en condiciones de alta velocidad de corte. Se
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obtuvieron resultados similares usando MK derivados de sangre de cordén umbilical o MK derivados de médula
osea. En contraste, en ausencia de flujo o a velocidades inferiores de corte (<1000 s™), no se observaban
proplaquetas y liberacion de plaquetas durante el periodo de 20 min de contacto de los MK con VWF. La exposicion
a corte de MK inmaduros, cultivados menos de 9 dias, no permitia la traslocacion y fragmentacion.

Especificidad de interaccion de VWF con receptores de MK en formacién de plaquetas

Se definieron cuatro categorias celulares para cuantificar los cambios morfoldgicos durante la exposicion a corte: 1)
MK de traslocacion; 2) MK de deformacion prematura con pérdida de esfericidad; 3) MK de deformacion tardia con
elongacion de proplaquetas; y 4) fragmentacion de proplaquetas y liberacion de plaquetas (figura 1B, panel a). Hubo
un aumento gradual en la proporcién de células alargadas y proplaquetas y plaquetas, alcanzando el 27,6 £ 4,9 %
de las células a los 20 min. Este aumento reflejaba la diminucién en las células de traslocacion del 28,2 + 6,5 a los 5
min al 3,6 + 1,6 % a los 20 min, y la disminucién en los MK de deformacién prematura (figura 1B, panel b). Se
obtuvieron resultados similares a los descritos con MK de sangre de cordén umbilical cuando se media la
distribucién de los MK de médula 6sea expuestos a alta velocidad de corte (figura 1B, panel c). La traslocacion de
los MK y posteriores etapas incluyendo la formacién de proplaquetas y liberacion de plaquetas se anularon
completamente en presencia de un anticuerpo dirigido contra la glicocalicina o el dominio de union a GPIb de VWF
(figura 1B, paneles d y e), lo que demuestra la importancia crucial de la interaccion VWF-GPIb. En presencia del
inhibidor de allbB3 Abciximab, la proporcién de células sin proplaquetas (MK sin deformaciéon y de deformacion
prematura) permanecié constante en el tiempo, mientras que la elongacion de proplaguetas se reducia fuertemente
y la formacién de plaquetas se anulaba casi completamente (figura 1B, panel f). Esta ineficaz formaciéon de
proplaguetas se debia a la pérdida de contacto con la superficie de VWF (datos no mostrados).

Caracterizacién de formacion de plaquetas inducida por exposicion de MK a una alta velocidad de corte

Las velocidades de corte aplicadas a MK maduros indujeron cambios morfologicos especificos en comparacion con
un control realizado incubando las células en condiciones estaticas durante 20 minutos en VWF, donde la morfologia
de los MK permanecia inalterada con respecto a la de las células antes del contacto con VWF (Figura 2). En
contraste, la tincién post-fijacién de cubreobjetos recubiertos con VWF después de 20 minutos de perfusion de MK
mostré que los MK prolongaban largos filopodios en la punta y que se formaban espigas de tipo plaqueta en cuentas
a lo largo del eje, asi como fragmentos citoplasmaticos mas grandes (Figura 2). La elongacion de proplaquetas
requiere el deslizamiento de microtubulos solapantes que tifien para tubulina a y B1 (Patel et al., 2005b). Se
descubrié que se tefiian extensiones de MK por anticuerpo anti-tubulina en diferentes territorios de la actina, lo que
confirma que estas extensiones presentaban tincidon similar identificada en MK que forman proplaquetas por el
trabajo de Italiano et al. (Italiano et al., 2003; Italiano et al., 1999; Patel et al., 2005a; Patel et al., 2005b); el marcaje
de tubulina seguia el eje de proplaquetas en MK alargados y presentaba un patrén anular en MK esféricos, sobre
proplaquetas y sobre plaquetas (Figura 3B). La importancia de los microtibulos en la formacién de plaquetas
inducidas por corte, se confirmé por pre-incubacion con Nocodazol, un inhibidor del ensamblaje de microtubulos, que
evitaba completamente la elongacion de MK y la formacién de proplaquetas en condiciones de flujo (datos no
mostrados). Para demostrar que el Nocodazol no estaba actuando sobre plaquetas preformadas en suspensiones
celulares, se afiadi6 el inhibidor de microtibulos después de la elongacion; el efecto visualizado a tiempo real mostré
que Nocodazol podia revertir la elongacion inducida por corte cuando se afiadia después de que hubiera sucedido el
proceso. La especificidad de la reversion se confirmé por tincion de tubulina. Curiosamente, después de adicion de
Nocodazol a los 25 minutos, la tubulina ya no estaba organizada como se observa en proplaquetas y plaquetas,
indicando por tanto que los procesos elongados eran diferentes de las fijaciones (Figura 3C). De hecho, las
fijaciones de membrana eran estructuras dinamicas que se extendian desde contactos de adhesion localizados
pequefios bajo la influencia de flujo, que se inducen por interacciéon de VWF-GP Ib, pero no presentan ninguna
tincién de tubulina (Dopheide et al., 2002).

La microscopia electronica mostré ejes citoplasmaticos largos que se extienden desde el nucleo celular, que
contienen haces paralelos de microtubulos y a veces estaban hinchados con organulos citoplasmaticos (Figura 4,
panel a). Los glébulos nucleares con heterocromatina densa estaban localizados en un polo de la célula y se
observaban ocasionalmente nucleos desnudos (Figura 4, panel b). Grandes fragmentos citoplasmaticos,
desprovistos de nucleos, eran casi esféricos, con forma de mancuerna o elongados con extremidades delgadas
(Figura 4, panel c y d). También eran visibles fragmentos tipo plaqueta (Figura 4, panel e).

La formacién de proplaquetas se acelera por alta velocidad de corte y VWF

Recientemente se ha demostrado que las proteinas adhesivas estan implicadas en la regulacién de la formacion de
proplaquetas; en particular, la formaciéon de proplaquetas sucedia 16 horas después de la siembra de MK en VWF
en condiciones estaticas (Balduini et al., 2008). Como se muestra en la Figura 5A, se obtuvieron hallazgos similares.
En contraste, en presencia de alta velocidad de corte, el proceso sucedia muy rapidamente, ya que, en 20 minutos,
el 70 % de los MK de sangre de cordén umbilical y el 80 % de los MK de médula dsea formaban proplaquetas. Este
efecto era dependiente del grado de velocidad de corte (600-2400 s™') y de la concentracion celular (0,5-2 x 108/ml).
Las células endoteliales contienen multimeros de alto peso molecular de VWF que se liberan de forma constitutiva a
una tasa baja y estd aumentada en afecciones inflamatorias (Rondaij et al., 2006). Por lo tanto, se evalu6 si el VWF
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liberado de una matriz de células endoteliales soportaria la adhesién de MK y formacién de proplaquetas. Los MK
rodaban y se adherian a HUVEC no estimuladas, pero la formacién de proplaquetas sucedia en HUVEC estimuladas
(Figura 5B). La formacion de proplaquetas sucedia también sobre la matriz de células endoteliales subyacente a la
capa de células endoteliales, y esta presente una vez se retiran estas células endoteliales. Ademas, se estudio la
formacién de proplaquetas a partir de MK perfundidos sobre una superficie recubierta con un rVWF de tipo 2B
mutado. Se selecciond la sustitucion V1316M, una mutacion bien definida, caracterizada por union potenciada de
VWF a GPIb de plaquetas con trombocitopenia leve y plaquetas gigantes (Ajzenberg et al., 2000; Miura et al., 2000).
Se descubrié que la velocidad media de translocacion de MK en rVWF tipo 2B (4,6 + 0,3 mm/s) era muy inferior que
en rVWF de tipo silvestre (wt) (33,6 + 2,5 mm/s, p<0,0001). Todas las etapas de formacién de proplaquetas por MK
expuestos a altas velocidades de corte fueron mas lentas sobre rVWF-2B que sobre rVWF-wt, conduciendo a una
produccién disminuida de plaquetas y una acumulacion aumentada de proplaquetas (datos no mostrados).
Finalmente, para establecer adicionalmente la especificidad de la superficie adhesiva en la regulaciéon de formacion
de proplaquetas, se examino el grado de formacién de proplaguetas por MK perfundidos sobre fibrinbgeno, colageno
o fibronectina a una alta velocidad de corte. No se formaron proplaquetas sobre estas superficies; el Unico cambio
fue una leve deformacion prematura de MK sobre fibrinégeno (Figura 5C).

Las plaquetas generadas por exposicién a corte de MK son funcionales

La adhesién de plaquetas a fibrindgeno mediada por integrina allbB3 sucede en ausencia de activacion y se refuerza
tras activacion por trombina de este receptor. Para confirmar que plaquetas generadas por exposicion a corte de MK
eran estructural y funcionalmente similares a plaquetas sanguineas, se compararon células recogidas en el flujo
continuo con plaquetas sanguineas aisladas, en un ensayo de adhesion estatica a fibrinégeno (Mazharian et al.,
2007). Las células eran firmemente adherentes a fibrindgeno en ausencia de trombina, lo que demuestra que allbB3
era funcional en plaquetas y proplaquetas inducidas por corte. Elementos no activados presentaban tincion difusa de
actina y localizaciéon en membrana de allbf3. Después de la activacidon por trombina, se reorganizaban los
filamentos de actina tanto en elementos nucleados como anucleados, mostrando formacion de lamelipodios y
filopodios, y tincion en membrana de integrina (Figura 6). Estas plaquetas derivadas de MK generadas por
exposicion a corte presentaban una organizacion citoesquelética similar que las plaquetas sanguineas lavadas
preparadas en un ensayo diferente sin exposicion a corte (Figura 6).

El analisis por citometria de flujo de células expuestas a corte mostro tres poblaciones de células CD41 positivas, de
acuerdo con su tamafo. La poblacion de tamafio mas pequefio solapaba con la de plaquetas sanguineas, mientras
el intermedio correspondia a elementos mas grandes, incluyendo proplaquetas y nucleos desnudos (Figura 7). Por
tanto, la poblacion de plaquetas producida por exposicion a corte incluye una proporcion mayor de plaquetas de
tamano intermedio, en comparacion con plaquetas aisladas de sangre periférica. Los MK cortados pertenecian a la
misma poblaciéon de tamafio grande que los MK no cortados. En respuesta a estimulacion con trombina, se observo
regulacion positiva de P-selectina (CD62P) sobre la superficie de plaquetas derivadas de corte (11,8+1,8 % en
comparacion con 6,2+0,9 % para plaquetas no activadas, p=0,0005). De forma similar con las plaquetas sanguineas
aisladas, se confirmo por datos ultraestructurales (Figura 8). En ausencia de trombina, los fragmentos tipo plaqueta
mostraban una superficie lisa, varios granulos alfa dispersados en el citoplasma y un sistema canalicular conectado
a superficie (SCCS) (Figura 8). Después de la activacion con trombina, estas células presentaban cambios
morfoldgicos tipicos de plaquetas activadas, concretamente una forma esférica, pseudopodios superficiales, material
denso dentro de las cisternas centralizadas y dilatadas de SCCS, sin granulacién citoplasmatica y un haz central de
microfilamentos (Figura 8). Finalmente, para confirmar que los elementos con tamafio de plaqueta se generaban por
exposicién a corte y no surgian simplemente en suspension de MK maduros, se compararon los efluentes antes y
después de perfusion en la camara de flujo, por la presencia de nucleos desnudos. El flujo no adherente a través de
las células expuestas a corte contenia mas nucleos desnudos que células en condiciones estaticas que estaban
desprovistas de ellos (datos no mostrados).

Megacariocitos y plaquetas de raton

La exposicién de megacariocitos maduros de ratén a altas velocidades de corte sobre VWF de ratén provocaba una
formacion eficaz de plaquetas. En una serie de experimentos, la extraccidén de células derivadas de célula ésea de
6-8 animales permitio la produccion de al menos 6-12 x 108 megacariocitos maduros. Estas células se expusieron a
una velocidad de corte de 1800 s durante 90 minutos y se convirtieron completamente en elementos pequefios
correspondientes al tamafio de plaqueta. La caracterizacién de plaquetas de raton por inmunofluorescencia confocal
reveld el anillo de tubulina especifico en elementos de tamafio de plaqueta. Las propiedades de agregacion en
respuesta a agonistas de estas plaquetas se establecen por técnicas convencionales en un agregdémetro.

La inyecciéon de plaquetas de acuerdo con la presente descripcion a ratones trombocitopénicos rescata el fenotipo
hemorragico

Este experimento esta dirigido a rescatar el fenotipo hemorragico de un raton receptor trombocitopénico, por infusion
de plaquetas de raton donante generadas por altas fuerzas de corte, como se ha descrito anteriormente.
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A los ratones receptores se les inyecta mediante la vena de la cola las plaquetas obtenidas por exposicion a corte de
megacariocitos maduros de médula désea obtenidos de ratones donantes combinados. Se obtuvieron ratones
trombocitopénicos por administracion de bajas concentraciones de un anticuerpo contra-GPllb-llla (Nieswandt et al.,
2000). En un experimento tipico, se obtuvo una reduccién del 80 % de las plaquetas en circulacién por 2-3
inyecciones de un anticuerpo anti-GPllb. Estas plaquetas se marcaron de forma fluorescente antes de inyeccién al
raton trombocitopénico para estudios de deteccion y eliminacion. Se determina la correccion de recuentos de
plaquetas, la hemorragia espontdnea y el tiempo de hemorragia en ratones infundidos. Estos fragmentos en
circulacion son plaquetas activas ya que aumentan las cantidades de plaquetas y corrigen la pérdida de sangre en
modelos in vivo de hemorragia inducida. Se usd un modelo de dermatitis por contacto irritante que provoca
hemorragia masiva limitada al area de inflamacion (Goerge et al., 2008). La hemorragia cutanea en ratones
trombocitopénicos antes y después de la administraciéon de plaquetas generadas por corte. La funcién de las
plaquetas recién formadas también se evalua in vivo con el modelo de trombosis de lesién por cloruro férrico por
microscopia intravital (Denis et al., 1998). Este método proporciona informacién detallada sobre las diferentes etapas
del proceso trombdtico, que incluye adhesién de plaquetas individuales, la tasa de crecimiento del trombo, la
estabilidad del trombo, el tamafio de los émbolos y el tiempo hasta ocluir el vaso (Denis y Wagner, 2007). Se
compara la formacién a tiempo real del trombo y la incorporacion de plaquetas en el trombo antes y después de la
administracion de plaquetas en ratones trombocitopénicos.

Conclusion

En conclusion, el hallazgo de que la interacciéon de MK maduros con VWF en condiciones de flujo promueve la
formacién de proplaguetas humanas/de ratén representa un avance principal en la comprensién de la formacién de
plaquetas, que por tanto puede suceder en capilares o arterias pequefias. La exploracion de enfermedades con
produccién disminuida de plaquetas se beneficiaria enormemente de una mejor comprensién del desprendimiento
de plaquetas desde los megacariocitos. Finalmente, los resultados de los inventores proporcionan un método para la
produccioén de plaquetas con fines de diagnoéstico o terapéuticos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método ex vivo para producir plaquetas, que comprende la etapa de someter una suspension de
megacariocitos maduros a un flujo que permite una exposicién a una velocidad de corte apropiada para la
generacion de plaquetas y en una fase solida recubierta con factor de von Willebrand (VWF), o con un fragmento o
variante o analogo del mismo, que se une a GPIb.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho fragmento o variante o analogo de VWF se
selecciona del grupo que consiste en fragmento triptico de 52/48 kDa de VWF; VWF digerido con proteasa V-8 de
Staphylococcus aureus; concentrados de VWF para uso terapéutico y mutantes de VWF responsables de la
enfermedad de von Willebrand tipo 2N.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dichos megacariocitos maduros se exponen a una
velocidad de corte de al menos 1000 s

4. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha concentracidon celular en el cultivo esta
comprendida entre 0,5 y 4 x 10%/ml o es de al menos 4 x 108/ml.

5. Un método para promover la formacion de proplaquetas, que comprende someter los megacariocitos maduros en

condiciones de flujo en presencia de fuerzas de corte en una camara de flujo en el que la camara de flujo comprende
una pared inferior recubierta con VWF.
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