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CM: células madre

CMA: células madre embrionarias

SSEA-3, SSEA-4: antigenos embrionarios especificos de estadio, del inglés: Stage
Specific Embryonic antigens 3 and 4

TRA 1-60: antigeno de rechazo de tumor 1-60, del inglés: Tumor Reject Antigen
1-60

TRA 1-81: antigeno de rechazo de tumor 1-81, del inglés: Tumor Reject Antigen
1-81

Oct-4: factor de transcripcion de unién a octamero, del inglés: Octamer-binding
transcription factor 4

LIF: factor inhibidor de la leucemia

FCF: factor de crecimiento de fibroblastos

CMA: celulas madre adultas

CMN: células madre neurales

CMI: células madre intestinales

CMH: células madre hematopoyéticas

G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos humanos, del inglés:
Granulocyte Colony Stimulating Factor

CMM: células madre mesenquimales

ISCT: Sociedad Internacional de Terapia Celular, del inglés: The International
Society for Cellular Therapy

MAPC: células progenitoras multipotenciales adultas, del inglés: Multipotent Adult
Progenitor Cells

iPSC: celulas pluripotentes inducidas, del inglés: Induced Pluripotent Stem Cells
LA: liquido amniotico

h-EGF: factor humano de crecimiento epidérmico, del inglés: Epidermal growth
factor

IL: interleucinas, del inglés: interleukin

TNF: factor de necrosis tumoral, del inglés: tumor necrosis factor

HPN 1: defensina 1, del inglés: Human Neutrophil Peptide-1

anti-BPI: proteina bactericida incrementadora de la permeabilidad
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CMM-LA: células madre mesenguimales de liquido amnidtico
CMP: células madre pluripotentes

GPs: glicoproteinas de membrana

MU: membrana unitaria

VWE: factor de von Willebrand

CD62P: P-selectina: proteina de membrana granular (GMP-140) ¢ proteina de
activacion plaquetaria dependiente de la membrana externa granular (PADGEM)
PSGL-1: glicoproteina ligando-1 de la P-selectina

5-HT: 5-hidroxitriptamina: serotonina

ADP: adenosin difosfato

ATP: adenosin trifosfato

PF4: factor plaquetario 4

SCA: sistema canicular abierto

GPs: receptores glicoproteicos

PLC: fosfolipasa C

IP3: 1,4,5 inositol trifosfato

DAG: 1,2 diacilglicerol

PLAZ2: fosfolipasa A2

AA: 4cido araquidonico

TXAZ2: tromboxano A2

PKC: proteina kinasa C

TTPA: tiempo de tromboplastina parcial activada

TP: tiempo de protrombina

TT: tiempo de trombina

PF3: factor plaquetario 3

PK: pre-calicreina: factor de Fletcher

FT: factor tisular

t-PA: activador del plasmindgeno tisular

AT: antitrombina

TFPI: inhibidor de la via del factor tisular, del inglés: tissue factor pathway
inhibitor.

TM: trombomodulina

AINES: anti-inflamatorios no esteroideos

EDTA: &cido etilendiaminotetraacético



AN

AN N N NN

AN N N N N

AN N Y VU N U N N N

EGTA: etilenglicol-bis (B-aminoetiléter) -N, N, N ', &cido N'-tetraacético

EICH: enfermedad de injerto contra huésped

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas, del inglés: platelet derived
growth factor

HCUVA: Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca

IMIB: Instituto Murciano de Investigacion Biomédica Virgen de la Arrixaca

PBS: tampdn fosfato salino, del inglés: phosphate buffered saline

DMEM, del inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium

SBF: suero bovino fetal

BCIP/NBT: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitroazul de tetrazolio, del inglés: 5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium chloride

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

ADN: &cido desoxirribonucleico

RNA: acido ribonucleico

dNTPs: desoxirribonucleotidos trifosfato

UV: ultravioleta

PFA: paraformaldehido

ISTH: Sociedad internacional de Trombosis y Hemostasia, del inglés:
International Society on Thrombosis and Haemostasis

PFA: analizador de la funcion plaquetaria

COL/EPI: colageno/epinefrina

COL/ADP: colageno/adenosin difosfato

AUC: érea bajo la curva, del inglés: &rea under the curve

UA: unidades arbitrarias

IF: intensidad de fluorescencia

TO: tiempo de obturacion

TRAP: péptido activador del receptor de trombina

FSC: del inglés: Forward Scatter Channel

SSC: del inglés: Side Scatter Channel

Multi Sample Agitator: MSA
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. INTRODUCCION

1.1. CELULAS MADRE

I.1.1. Origen del término *“stem cell”

Fue en 1868, cuando el bidlogo aleman, Ernst Haeckel, empled por primera vez el
término “stem cell”. Derivada del aleman “Stammzelle”, E. Haeckel, utilizé este término
para describir por un lado al organismo unicelular a partir del cual se originan todos los
organismos multicelulares y por otro, al 6vulo fertilizado del cual derivan todas las
células del organismo. Posteriormente, en 1892, Boveri tras un estudio realizado sobre
los linajes celulares de los Ascaris, género de nematodos, considerd que las células
madre (CM), eran aquellas situadas en la linea germinal entre el 6vulo fertilizado y las
células germinales comprometidas. Diez afios mas tarde, Hacker observo en un estudio
realizado en el crustaceo Cyclops, una célula que se internalizaba por gastrulacion y se
dividia de forma asimétrica dando lugar a células mesodérmicas y germinales. Pero no
fue hasta 1896, casi 30 afios mas tarde, que el término “stem cell” cobr6 popularidad de
la mano del genetista estadounidense Edmund Beecher Wilson (Ramalho-Santos et
Willenbring, 2007).

De forma paralela, cuando se empezd a estudiar el sistema sanguineo surgieron las
mismas preguntas: ¢existia una célula madre comuin? Habia division de opiniones,
aquellos que no creian que hubiese una célula precursora comun debido a la diferencia
entre los componentes sanguineos (eritrocitos, granulocitos, linfocitos y plaquetas) y
otros que por el contrario si creian en un precursor comun a todos. Tuvieron que pasar
varias décadas, hasta que James Till, Ernest McCulloch y colaboradores en 1960,
evidenciasen la existencia de una célula madre hematopoyética comun. A partir de ahi,
se identificaron células madre en diferentes tejidos: intestino, piel... (Ramalho-Santos
& Willenbring, 2007)
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1.1.2. Definicion y caracteristicas

Las células madre (CM), también conocidas como células troncales 0 stem cells, son
células indiferenciadas que se definen en base a tres premisas: (Verfaillie, 2002;
Weissman, 2000).

- Capacidad de auto-renovacion temporalmente ilimitada o capacidad de
formar durante su division al menos una copia idéntica de la célula
primitiva, que presente sus mismas caracteristicas y propiedades bioldgicas.
Esta propiedad de auto-renovacion también se conoce como auto-
mantenimiento o self-renewal y la diferencia del resto de células somaéticas,
las cuales presentaran un namero limitado de divisiones.

- Capacidad de diferenciacion hacia células hijas comprometidas en
determinadas rutas de desarrollo, las cuales se especializaran en un tejido
celular, donde ejerceran una funcidon especifica. Su capacidad de
diferenciacion abarca las células presentes en los tres linajes existentes:
ectodermo, mesodermo y endodermo (Figura 1).

- Capacidad de proliferacion a largo plazo.

Masa celular interna
(embrioblasto)

Totipotentes Células madre
¢ embrionarias
ﬂC)a@ 0 ﬂ-g.
: Pluripotentes

Ovulo Cigoto Mérula Blastomslo Cuerpos
fecundado embrioides

Ectodermo Mesodermo Endodermo Determinacion

Células madre Células madre
somaticas germmales
Ovulo Espermatozmde

Cerebro Piel SangreMusc:ulolntestmoHrgado@ fff
Células especializadas ff () @ = (O @

Multipotentes

Figura 1. Capacidad de diferenciacion en los tres linajes: ectodermo,

mesodermo y endodermo (Bonora-Centelles, 2008).
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Actualmente se han descrito dos mecanismos de divisién celular, el simétrico y el
asimétrico (Bernard, 2010). En el primero de ellos, modelo cléasico o simétrico, las dos
células hijas generadas son idénticas entre si y equivalentes a la célula progenitora de la
cual derivan. Las células descendientes o progenie pueden tener diferentes destinos, en

funcién del programa de diferenciacion asignado.

El mecanismo de division celular asimétrico, genera una célula hija, idéntica a la célula
progenitora que se mantiene como celula madre de forma indefinida y otra célula hija
que se diferenciara. Este mecanismo fue descrito en células madre, tras estudios
realizados en la especie Drosophila y durante muchos afios ha sido considerado como el
sello distintivo de las CM. Actualmente se aceptan otras formas de division para las

CM, incluyendo la posibilidad de division celular simétrica.

Algunos estudios revelaron el desarrollo de procesos cancerosos cuando se veia alterado
el mecanismo de division asimétrica. (Causones & Gonzélez, 2005), lo cual hacia
necesaria la existencia de un sistema regulador genético que permitiese mantener un
equilibrio entre la tasa de proliferacién-diferenciacion y de destruccién-muerte celular,
para evitar un crecimiento descontrolado de las células en los tejidos, que se asocia
entre otros, con procesos potencialmente tumorales. Entre 1os mecanismos propuestos
para controlar la division asimétrica, destaca la importancia de establecer la polaridad
celular, la sefializacion de la proteina G, la asimetria del nucléolo, los ejes de
orientacion mitotica y la segregacion de factores determinantes de la diferenciacion (Wu
et al, 2008).

1.1.3. Clasificacion

Las células madre se pueden clasificar en base a su potencial de diferenciacion y en

base a su origen.
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1.1.3.1. Clasificacién en base a su origen:

1.1.3.1.1. Células madre embrionarias (CME)

Las Células madre embrionarias (CME), son células que aparecen en las primeras
etapas de formacion del embrién (Verfaillie, 2002). Tienen capacidad de proliferar de
forma indefinida in vitro, pluri-potencialidad y amplia capacidad de diferenciacion en
los diferentes tipos celulares, pertenecientes a los tres linajes existentes: ectodermo,
mesodermo y endodermo. Las primeras células madre embrionarias aisladas fueron a
partir de embriones de raton, posteriormente, en 1998, se aislaron CME derivadas de
blastocitos humanos (Thomson et al,1998). Las CME derivadas de blastocitos humanos,
se obtienen a partir de embriones humanos frescos 6 congelados, que han sido donados
por pacientes que se someten a tratamientos de fertilidad & diagndstico pre-
implantacional y que, tras la firma de un consentimiento informado, deciden derivar
parte de sus embriones, los cuales seran cultivados hasta alcanzar el estado de blastocito
(Trounson, 2006). Existen diferencias entre ambos tipos de CME, mientras que las
CME obtenidas de ratones doblan su poblacién en 12 horas, las CME humanas,
requieren al menos 36 horas para ello. Morfoldgicamente también presentan diferencias,
las CME humanas, expresan: antigenos embrionarios 3 y 4 especificos de estadio SSEA
(del inglés: Stage Specific Embryonic antigens 3 and 4), antigenos de rechazo a tumor
TRAL1-60 (del inglés: Tumor Reject Antigen 1-60) y TRA1-81 (del inglés: Tumor Reject
Antigen 1-81), fosfatasa alcalina, factor de transcripcion de union a octamero Oct-4 (del
inglés: Octamer-binding transcription factor 4) y Nanog (Odorico et al, 2001). Las
CME de raton por su parte no presentan ni SSEA3, ni SSEA-4. Las condiciones de
cultivo son también diferentes, las CME de raton requieren factor inhibidor de la
leucemia (LIF) y las células madre embrionarias humanas requieren capas de
alimentacién con suero y en caso de que el medio no contenga suero, factor de

crecimiento de fibroblastos (FCF).

Las células madre embrionarias humanas, han demostrado tener cariotipos normales
(46XX, 46XY) y una actividad de la enzima telomerasa elevada (Chung et al, 2008).

Una de las ventajas del uso de CME en investigacion es su capacidad de proliferar
indefinidamente, y con ello la obtencion relativamente facil de una fuente enorme de

células, que pueden contribuir a la regeneracion de tejidos en diferentes enfermedades.
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Ademas, las células madre embrionarias humanas, han sido utilizadas para testar
farmacos y evaluar sus efectos toxicos y son consideradas como una buena opcion para

trasplantes de tejido.

1.1.3.1.2. Células madre adultas (CMA)

También conocidas como células somaticas, son un grupo de células que encontramos

en la mayoria de los tejidos de un individuo totalmente desarrollado, entendiendo como
individuo totalmente desarrollado, un adulto, un nifio, la placenta, un feto 6 un recién

nacido.

Las células madre adultas se encuentran en unas regiones especificas de cada tejido u
6rgano, conocidas como nichos (Zhang et Li, 2008). El concepto de “nicho”, hace
referencia al microambiente tisular especializado donde las CM son capaces de
establecer relaciones complejas célula-célula, interacciones con la matriz extracelular a
través de moléculas de adhesion, auto-renovarse o0 permanecer en estado de reposo hasta
ser activadas para generar nuevas células, proceso conocido como “sucesion clonal”.
Han sido estudiados los nichos de ciertas CMA como por ejemplo la region
subventricular y el giro dentado en células madre neurales (CMN), el fondo de las
criptas para las células madre intestinales (CMI) o la capa basal de la epidermis para las
CME. El concepto de nicho estd intimamente relacionado con el concepto de
autorrenovacion, de forma que un nicho adecuado, es fundamental para aportar un
ambiente idoneo, mantener la homeostasis tisular y un correcto equilibrio entre
proliferacion/quienescencia/diferenciacion. La sefial de proliferacién es aquella que
induce la division celular, por su parte, la sefial de quienescencia, va a inducir la
ralentizacion del ciclo celular en fase GO y la sefial de diferenciacion es aquella que
contribuye a mantener la expresion de genes que van a inhibir los procesos de
diferenciacion celular. Cabe destacar, que el estado de quienescencia, aquel que las
protege de agresiones externas, es el adoptado por la mayoria de las células en un
momento dado, ya que solo unas cuantas participan activamente en el proceso de
regeneracion celular. Si bien es cierto que hay cuatro 6rganos que se encuentran en una
situacion de alta actividad fisioldgica: la médula 6sea, que presenta un alto nivel de
exigencia debido a la alta demanda de células sanguineas y mediadoras de la respuesta

inmune. Las gdénadas, que generan constantemente células germinales, el higado que
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tiene una gran capacidad de regeneracion y los epitelios, destacando en intestinal y el

epidérmico, que estan en constante renovacion (Bernard, 2010).

En un principio se postul6 que las CMA estaban predeterminadas a diferenciarse en un
tipo celular procedente de su mismo tejido de origen o al menos de su misma capa
embrionaria definiéndose, asi como multi-potenciales. Sin embargo, estudios realizados
posteriormente han demostrado que las CMA son capaces de diferenciarse a células de
tejidos diferentes del cual provienen, incluso, algunos investigadores como Jiang et al
definen las CMA como pluri-potentenciales, al observar esta propiedad en CMA de la
médula désea (Jiang et al, 2002). Esta propiedad caracteristica de las CMA, se conoce
como fendmeno de plasticidad (Zipori, 2005), se basa en la capacidad que tienen de
modificar su fenotipo en respuesta a los cambios que reciben durante su estancia en el
nicho, para dar lugar a linajes celulares diferentes del cual provienen, ser capaces de ser
incorporados en otro microambiente diferente al suyo original y poder crecer. Esta
caracteristica fue reconocida por primera vez en estudios realizados en progenitores
derivados de la médula 6sea, donde se observaron cambios en el fenotipo en células
inmaduras bajo condiciones controladas que simulaban microambientes diferentes al
medular (Robey, 2000).

El estudio realizado por Lagasse y colaborados en el 2000, muestra la generacion de
nuevas células hepaticas a partir de CM hematopoyéticas en un raton diagnosticado de

tirosinemia tipo 1 (Lagasse et al, 2000).

La isquemia cardiaca es otra patologia que estd siendo estudiada, podemos encontrar
algunos trabajos como el de Orlic y col, quienes demuestran la plasticidad de las células
madre hematopoyéticas (CMH) al trasplantar células de médula désea en ratones
infartados y observar una regeneracion del miocardio, asi como una mejoria de la

enfermedad arterial coronaria. (Orlic et al, 2001).

Hasta hace relativamente poco, diez afios atras, las unicas CMA conocidas eran las
Células Madre Hematopoyéticas (CMH), encargadas de formar los componentes
celulares de las tres series sanguineas: globulos blancos, glébulos rojos y plaguetas. Se
intuia la existencia de CMA en otros tejidos, pero el descubrimiento de CMA en cada
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uno de los tejidos del organismo humano adulto, es algo relativamente reciente, incluso
la variedad de CMA es ain mayor, ya que se sabe que, en algunos tejidos, como la

médula dsea, existe mas de un tipo de CMA (Bernard, 2010).

En base a esto podemos clasificar las células madre adultas en linfohematopoyéticas y

no-linfohematopoyéticas.

1.1.3.1.3. Células madre linfohematopoyéticas

Las CMH, son las células encargadas de realizar la hematopoyesis, proceso de
formacion, desarrollo y maduracion de los elementos formes de la sangre (eritrocitos,
leucocitos y plaquetas) que ocurre en diferentes érganos a lo largo de la vida. Durante
las primeras semanas de gestacion, este proceso ocurre en el saco vitelino,
posteriormente las CMH migran principalmente al higado, aunque también a érganos
como el bazo y ganglios linfaticos. Finalmente, es en la médula ésea de todos los huesos
donde hasta los 20 afios se realiza la hematopoyesis. A partir de los 20 afios, sélo la
médula dsea de los huesos planos (esqueleto axial: vértebras, esterndn, costillas y

pelvis) conservan actividad hematopoyética.

Existen tres fuentes principales de obtencion de CMH. La médula 6sea, lugar donde de
forma préacticamente exclusiva ocurre la hematopoyesis durante la edad adulta, a partir

de sangre de cordon umbilical junto con la placenta y a partir de sangre periférica.
Para ello, las CMH abandonan la médula dsea y pasan a la circulacién sanguinea, en un
proceso conocido como “movilizacién”. Se estima que hay una CMH por cada 10.000
celulas en la médula 6sea y una CMH por cada 100.000 células sanguineas en sangre

periférica (Pérez et al 2007).

Para conseguir progenitores hematopoyéticos de la sangre periférica, se procede a
realizar una leucoforesis previa estimulacion del donante con factor estimulante de
colonias de granulocitos humanos G-CSF (del inglés: Granulocyte Colony Stimulating
Factor), conocido comercialmente bajo el nombre de Filgrastrim. Esta glicoproteina,
obtenida mediante tecnologia de recombinacion genética, moviliza las CMH gracias a la
regulacion de moléculas de adhesion intracelulares endoteliales y vasculares (Hill et al,
2006).



Introduccion

La obtencion de CMH a partir de corddén umbilical y placenta, es cada vez una opcion
mas reconocida para trasplantes. Se trata de una sangre méas segura, mas facil de obtener
y presenta menos incompatibilidades, ya que para hablar de un trasplante exitoso con
médula Osea se necesita la compatibilidad de 6 antigenos frente a 4 requeridos en el
caso de sangre de cordon umbilical. La Unica desventaja es el escaso volumen que se
puede obtener a partir de esta fuente, aunque se esta investigando como optimizar su
obtencion (Pérez et al, 2007).

En cuanto a las principales caracteristicas de las CMH, cabe destacar:
e tamafo pequefio
e gran relacion nucleo-citoplasma
e ausencia de marcadores de linaje (Lin-)
e marcaje débil con tintes vitales como el de Hoechst 33342
e presencia de diferentes marcadores de superficie: CD34, CD90, CD117 y
CD133.

1.1.3.1.4. Células madre no-linfohematopoyéticas

En 1970, Friedenstein et al, aislaron en médula désea otro tipo de CMA, diferentes a las
CMH, a las cuales denominaron CM no hematopoyéticas. Este grupo las describi6
como células multipotentes, similares a los fibroblastos, adherentes al pléstico y con
capacidad de diferenciacion hacia células de origen mesodermico como osteocitos,
condrocitos y adipocitos, asi como a linajes no mesodérmicos (Batsali et al, 2013).

Hoy en dia estas células son conocidas como células madre mesenquimales (CMM) y se
definen en base a tres criterios que en 2006 propuso la Sociedad Internacional de
Terapia Celular ISCT (del inglés: The International Society for Cellular Therapy)
(Dominici et al, 2006):

v’ Capacidad de adherencia al plastico cuando se cultivan en condiciones estandar.

v Capacidad de diferenciarse in vitro en condrocitos, adipocitos y osteoblastos
bajo condiciones estandar de cultivo (Figura 2).

v Expresar los antigenos especificos de superficie: CD73, CD90 y CD105, en

ausencia de:
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e antigenos hematopoyéticos como CD34, CD45,

e marcadores de linfocitos B (CD79 oy CD19),

e marcadores de monocitos y macrofagos (CD14 y CD11b) y

e moléculas de superficie HLA-DR (antigeno leucocitario humano)

Celulas Madre Mesenquimales

Cultivo Celular

Condrocito Osteocito Adipocito

DIFERENCIACION
PROLIFERACION

Figura 2. Esquema de diferenciacién de CMM a condrocitos, adipocitos,

osteoblastos y miocitos.

La médula 6sea es sin duda el tejido ideal para aislar estas células, pero su limitada tasa
de crecimiento y el riesgo que supone la toma de la muestra, han hecho que otras
fuentes como el cordon umbilical y el tejido adiposo, se presenten como nuevos
candidatos para la obtencién de CMM (Wagner et al, 2005).

Debido a su facil obtencion, elevada capacidad de proliferacion ex vivo y potencial de
diferenciacion, las CMM presentan multiples aplicaciones clinicas.
Estudios realizados en ratones, demuestran la capacidad potencial que presentan estas

células en la reparacion 6sea (Tsuchida et al, 2003).
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El éxito de las CMM en la regeneracion cardiaca ha sido demostrado en animales
porcinos, donde se observé una reduccion del tejido cardiaco dafiado, mediante la
diferenciacion de las CMM administradas en cardiomiocitos y la liberacion de factores
que por sefializacion paracrina consiguen la fusién de las CMM con las células
cardiacas (Mazhari & Hare, 2007).

Estudios demuestran la capacidad de las CMM para inhibir tanto in vivo como in vitro
la activacion de linfocitos T, B y NK, asi como la inhibicion de la expresion de
moléculas relacionadas con la presentacion de antigenos necesarios para la maduracion

de las células dendriticas (Rasmusson, 2006).

Otro tipo de CM no hematopoyéticas son las células madre epidérmicas. Estas células
se encuentran principalmente en la membrana basal interfolicular, donde daran lugar a
queratinocitos con fenotipo P63+ (Pellegrini et al, 2009) o en la region del bulge,
localizada en el interior de los foliculos pilosos, presentando los siguientes marcadores:
CD34-, CD24-, CD71-, CD146- y CD200+ (Ohyama et al, 2006).

A nivel del sistema nervioso central, también se aislaron, las células madre neurales
(CMN), caracterizadas por un marcador neuronal conocido como nestina, tienen su
origen en las células de la cresta neural y se localizan principalmente en la region
subventricular y subgranular del giro dentado del hipocampo. Son células multipotentes,
con capacidad de auto-renovarse y diferenciarse a fenotipos celulares maduros,

neuronas y células de la glia, astrocitos y oligodendrocitos (Bernard, 2010).

También se ha descrito en algunos 6rganos, como el cerebro, musculo y médula dsea, la
existencia de celulas progenitoras multipotenciales adultas con capacidad de
diferenciarse tanto in vivo como in vitro en tejidos derivados de cualquiera de las capas
embrionarias. A estas células, se las conoce bajo las siglas MAPC (del inglés:
Multipotent Adult Progenitor Cells), presentan un gran parecido con las CMM, pero son
negativas para los marcadores CD44, CD45, HLAI y 1l (Jiang et al, 2002).
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1.1.3.1.5. Células madre pluripotentes inducidas (iPSC)

En 2006, el equipo de Takahashi y Yamanaka, defini6 mediante experimentos
realizados inicialmente en ratones y posteriormente en células humanas, una tercera via
para obtener células pluripotentes. Tras varios experimentos, encontraron los genes
necesarios para transformar una célula somatica en una célula troncal. Partieron de un
conjunto de 24 genes, expresados especificamente en células troncales embrionarias y
mediante experimentos de transfeccidén génica en fibroblastos embrionarios de ratdn,
consiguieron reducir el nimero de genes primero a 10 y finalmente a 4: Oct 3/4, Sox2,
KFL4 y ¢c-MYC, conocidos como OSKM, cuya expresion fue suficiente para generar
células pluripotentes a partir de células somaticas, a las que denominaron células
pluripotentes inducidas iPSC (del inglés: Induced Pluripotent Stem Cells). La
transformacion celular se realizé a través de vectores virales, que llevaban incorporados

las secuencias de los cuatro genes. (Takahashi & Yamanaka, 2006).

A finales del afio 2007, dos equipos de forma independiente, por un lado, el de
Takahaki y Yamanaka y por otro el de Thomson consiguieron obtener las primeras
células troncales pluripotentes inducidas a partir de fibroblastos humanos. Thomson por
su parte transformd los fibroblastos humanos con cuatro genes, dos de ellos idénticos a
los usados por Takahaki y Yamanaka: Oct 3/4, Sox2 y dos genes diferentes: NANOG y
LIN28. Las células IPs obtenidas fueron inyectadas en ratones inmunodeficientes por
via intramuscular, en los que se desarrollaron diferentes tipos celulares, pertenecientes a
las tres hojas embrionarias, confirmando la pluripotencia de estas células (Yu J, 2007).
De forma simultanea, el equipo liderado por Takahaki y Yamanaka reproducian los
resultados obtenidos en células de raton esta vez en células humanas, utilizando los
cuatro mismos genes OSKM (Takahashi, 2007).

Numerosos trabajos demuestran el amplio abanico de células somaticas disponibles para
obtener sus correspondientes células iPSC, destaca el trabajo de Loh YH vy
colaboradores, donde se describe la produccion de iPSC a partir de progenitores
hematopoyéticos movilizados en sangre periférica humana a través de la transduccion
retroviral de OCT4/SOX2/KLF4/MYC (Loh, 2009).

11
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El enorme potencial terapéutico de las células iPSC y su gran parecido con las céelulas
embrionarias, convierten a estas células en una fuente celular inagotable para obtener
células pluripotentes sin necesidad de usar tejidos embrionarios.

Sin embargo, uno de los problemas que estas células presentan es el relacionado con su
posible potencial oncogénico, ya que, durante el proceso de reprogramacion, las
mutaciones somaticas que se hayan acumulado a lo largo la vida de las células de la

cual provienen pasarian a las iPSc.

1.1.3.1.6. Células Madre Fetales

Definidas por algunos como células madre adultas obtenidas de tejidos fetales antes del
nacimiento (Gucciardo et al, 2009). Otros, sin embargo, prefieren clasificarlas como
celulas madre adultas, con un potencial de diferenciacion mayor. Si las comparamos
con las células madre embrionarias, presentan un potencial de diferenciacion menor

pero la ventaja de no producir teratomas.

1.1.3.2. Clasificacién en base a su potencialidad:

1.1.3.2.1. Celulas Madre Totipotentes
El término “totipotencial” (del latin totus, que significa completo) hace referencia al

potencial genético que presentan estas células para generar un ser completo (tejido

embrionario y extraembrionario).

1.1.3.2.2. Células Madre Pluripotentes

Del latin plures, que significa muchos 6 varios, este término describe la capacidad que
presentan las células pluripotenciales para diferenciarse a cualquiera de las tres capas
germinales embrionarias: mesodermo, endodermo y ectodermo, incluyendo la linea

germinal (6vulos y espermatozoides).

1.1.3.2.3. Células Madre Multipotentes

Son aquellas que pueden dar origen a precursores relacionados Unicamente con una de
las tres capas embrionarias: endodermo, ectodermo 6 mesodermo. Se definen como
celulas especificas de linea y reciben el nombre del tejido u 6rgano al que pertenecen.

Como ejemplo, podemos nombrar las células hematopoyéticas, hepaticas entre otras.

12
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1.1.3.2.4. Células Madre Oligopotentes

Son células capaces de generar dos 0 mas lineas dentro de un tejido. Por ejemplo, las

células madre neurales son capaces de generar diferentes grupos de neuronas en el

cerebro.

1.1.3.2.5. Células Madre Unipotentes
Son células que solo pueden generar células hijas que se diferencian a lo largo de una

sola linea celular (Rodriguez-Pardo, 2005).
1.2. LIQUIDO AMNIOTICO

1.2.1 Origen del liquido amnidtico:

El saco amniotico, estd formado por dos membranas ovulares, la primera, mas externa y
vascularizada, llamada corion, resultante de la union del trofoblasto con el mesodermo
extraembrionario y la méas interna y avascular, procedente del ectodermo embrionario,
conocida como amnios, que contiene en su interior el liquido amnidtico (LA) (Figura 3)
(Gonzéalez-Merlo et al, 2014).

Superficie

Fetal Amnios Removido

Placenta

Corte transverso de la placenta

Superficie a nivel de Cordon Umbilical

Materna

Figura 3. llustracion del amnios y corion, en un corte transverso de la placenta.
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1.2.2. Composicién del liquido amniotico:

El liquido amnidtico (LA) es un medio heterogéneo, compuesto por gran cantidad de

sustancias organicas e inorganicas, producidas por la madre y el feto. El agua representa

el 99 % del total del liquido amnidtico, el 1 % restante lo completan:

Elementos inorganicos: potasio, sodio, cloro, calcio, magnesio, fosforo, zinc y
hierro.

Elementos orgéanicos: las proteinas suponen la mitad de los elementos orgénicos,
entre ellas destacan, el factor humano de crecimiento epidérmico, h-EGF (del
inglés: Epidermal growth factor) con papel fundamental en el crecimiento
epidérmico, las citocinas (interleucinas: IL, IL-1, IL-6, IL-8) y el factor de
necrosis tumoral TNF (del inglés: tumor necrosis factor), importantes para
combatir las infecciones y con un papel fundamental a la hora de desencadenar
el parto.

La otra mitad la completan: los hidratos de carbono: principalmente, glucosa,
cuya concentracion supone la mitad de la glucemia en sangre materna, sacarosa,
arabinosa, fructosa y lactosa. Enzimas como la fosfatasa alcalina, y la amilasa,
cuya concentracion se incrementa en las Ultimas semanas de la gestacion en
respuesta a una correcta madurez fetal. Hormonas, como la tiroxina, insulina,
renina, oxitocina, prolactina, lactogeno placentario, estrdgenos, progesterona,
alfa-fetoproteina y gonadotropina coriénica humana. Como componente celular,
destacan, las células descamadas de las mucosas, piel, intestino, vias urinarias y
respiratorias del feto y las células amnioticas y trofoblasticas que aparecen tras
la descamacion de las membranas del saco amnidtico. El surfactante pulmonar,
sustancia fosfolipidica y proteica producida por los neumocitos tipo Il del
epitelio alveolar a partir de la semana 23 de gestacion, cuya funcion principal es
evitar el colapso alveolar, al disminuir la tension superficial y ofrecer una
barrera inmunologica frente a bacterias y virus. Sustancias de desecho, como el
meconio, productos finales de metabolismo como la urea, creatinina, acido
arico, bilirrubina y elementos como las vitaminas y prostaglandinas, completan
la enorme variedad de sustancias que componen este medio (Gonzélez-Merlo et
al, 2014).
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El LA, es un liquido claro, transparente, que termina adquiriendo un tono blanquecino,
presenta un pH constante de 7,4 y un volumen cambiante que va aumentando conforme
avanza el embarazo, pasando de 30 mL en las primeras semanas hasta alcanzar
volimenes cercanos a 1000 mL en la semana 38. Es fundamental mantener los niveles
adecuados de liquido amniotico, ya que tanto el defecto del mismo, conocido como
oligohidramnios como el exceso, polihidramnios, conllevan a patologias graves tanto en
el feto como en la madre. Las causas principales que conducen a la situacién de
oligohidramnios son la rotura prematura de la membrana amniocoriénica y los
problemas renales, que impiden formar la cantidad de orina necesaria para constituir el
liguido amnidtico. Por su parte, la causa que produce polihidramnios es adn
desconocida, pero si las consecuencias, que incluyen, defectos en el sistema nervioso
central, complicaciones obstétricas como hipertension arterial y diabetes entre otras
(Morgan-Ortiz, 2015).

1.2.3. Produccion del liquido amnidtico:

Son varias las fuentes que producen este fluido; en las primeras semanas del embarazo,
la mayor parte de su produccion procede del liquido intersticial materno que accede al
saco amniotico por difusion a través de la membrana amniocorionica de la decidua
parietal. El corddén umbilical también participa de manera activa en su produccion. El
feto tiene un papel minoritario en la formacion de liquido en las primeras semanas de
gestacion, pero su contribucién aumenta, de manera que en la semana 11, el feto
comienza a expulsar cantidades importantes de orina al liquido amniético, que llegan a
alcanzar niveles de hasta 500 mL de orina diarios. Su composicion va variando de
forma que disminuye la osmolaridad y los electrolitos a la vez que aumentan los niveles
de urea y creatinina. El contenido lipidico del liquido tiene su origen en las secreciones
del aparato respiratorio fetal (170 mL/dia). La deglucién fetal (500 mL/dia), el flujo
transmembrana (300 mL/dia) y las secreciones orales-nasales (25 mL/dia), participan
también activamente en la formacién del liqguido amniético. Como se ha comentado
anteriormente, se mantiene un equilibrio entre formacion y eliminacion de liquido
amnidtico, teniendo las membranas ovulares (corién y amnios) y el cordén umbilical un
papel fundamental en la renovacion de este medio (Figura 3). El feto, al igual que en la
produccion va participando méas activamente en la eliminacion, conforme avanzan las

semanas, por medio del aparato respiratorio y digestivo (Gonzalez-Merlo, 2013).
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Es importante que el liquido amniotico se renueve de manera constante cada 2-3 horas,

mediante un proceso dinamico de intercambio entre la circulacién materna y fetal.

1.2.4. Funciones del liquido amniético:

Hasta hace unos afios se pensaba que el liquido amniético era Unicamente una barrera

mecanica, con funcidn protectora frente a traumatismos externos, actualmente se le

atribuyen multiples funciones:

Accion protectora materna, amortiguando los movimientos del feto.

Accion bactericida y bacteriostatica frente a las infecciones. Destacan la
defensina HPN 1 (del inglés: Human Neutrophil Peptide 1), la anti-BPI
(Proteina bactericida incrementadora de la permeabilidad) y la calprotectina.
Actuar como medio para el crecimiento adecuado del embridn y posteriormente
del feto, con un papel fundamental en el desarrollo del pulmén, como se
comentd anteriormente.

Aportar una temperatura adecuada para el correcto desarrollo fetal.

Permitir el correcto y libre movimiento del feto, evitando que el cuerpo se
adhiera a las membranas del saco amnidtico, contribuyendo asi a un adecuado
crecimiento 0seo.

Ayudar a la acomodacion del feto en el canal del parto y posteriormente lubricar
el mismo (Gude et al, 2004; Gonzélez-Merlo, 2013).

1.2.5. Aplicaciones del liquido amnidtico:

Las aplicaciones diagndsticas del liquido amniético son también importantes y el

estudio del mismo mediante la realizacion de la amniocentesis, resulta de gran utilidad

para:

Estudio prenatal de malformaciones congénitas, mediante la realizacion de
cariotipo, técnicas citogenéticas como FISH (hibridacion fluorescente in situ) o
microarrays.

Estudio de la enfermedad hemolitica perinatal.

Estudio de la madurez pulmonar fetal.

Medida de la funcion placentaria.

Valoracion de infecciones intrauterinas y fetales (Gonzalez-Merlo, 2013).
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1.2.6. Células madre mesenquimales de liquido amniotico:

La capacidad de auto-renovacién temporalmente ilimitada, proliferacion y
diferenciacion hacia los distintos tipos celulares, convierte a las células madre en una
excelente fuente para la inmunoterapia, terapia génica y medicina regenerativa,
reemplazando y regenerando tejidos, 6rganos y células. Sin embargo, las CME estan
sujetas a problemas éticos, posibilidad de rechazo inmune y formacion de teratomas y
terato-carcinomas in vivo. Las células madre adultas (CMA), también presentan
dificultades en cuanto a su aislamiento, potencial de diferenciacion limitado,
especificidad organizada y una vida Util acortada relacionada con el crecimiento y dafio
del DNA (Fei et al, 2013) .

Estos inconvenientes hicieron necesaria la busqueda de nuevas fuentes, de manera que,
en 2003 se aislaron por primera vez, células madre mesenquimales de liquido amnidtico
(CMM-LA). Los primeros en articulos publicados a cerca de las CMM-LA, fueron los
del equipo de Prusa e In’t Anker. Prusa y colaboradores describieron una poblacion de
células en liquido amniotico, Oct-4 positiva, marcador caracteristico de células madre
pluripotentes (CMP), hasta ahora s6lo observado en CME, que aporta la ventaja frente a

estas células, de no presentar problemas éticos (Prusa et al, 2003).

Por su parte In’t Anker et al aislan una nueva fuente de células madre en liquido
amnidtico, postulandola como candidata para realizar trasplantes terapéuticos (In't
Anker et al, 2003).

Posteriormente, De Coppi y colaboradores, en 2007 aislaron mediante inmunoseleccion
con microesferas magnéticas, células en cultivo de liquido amnidtico, c-kit positivas
(CD117), marcador de células madre, procedentes de ratones y humanos. Describieron,
el gran parecido entre el fenotipo de las CMM-LA vy el de las CMA y CME. Por un
lado, se observaron marcadores clasicos de pluripotencia como el SSEA, pero también
se ha visto como estas células madre son CD 90, CD105, CD73 y CD166 positivas, asi
como, positivas para el complejo mayor de histocompatibilidad clase | (HLA-ABC) y
negativas para CD45, CD34 y CD133 (marcadores hematopoyéticos). Se adhieren
facilmente al plastico y presentan capacidad de diferenciacién osteogénica, lo cual las
acerca a las CMM. Ademas, se ha observado que estas células, a diferencia de las CME,
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no producen tumores y no presentan inconvenientes a nivel ético (Holden, 2006);
postulandose como una nueva fuente de células madre relativamente segura y facil de
obtener por procedimientos habituales de amniocentesis (Antonucci, 2011) o de
cesareas de partos programados a término (Hamid et al, 2017). En cuanto a su cultivo,
poca cantidad de liquido amniotico es necesaria para hacer crecer las CMM-LA, las
cuales se aislan de manera sencilla y proliferan rapidamente bajo condiciones de cultivo
estandar, manteniendo largos telémeros y cariotipo normal hasta 250 pases, sin observar
pérdidas cromosomicas (De Coppi, 2006).

Por citometria de flujo se ha visto la expresion de colageno tipo I, I, 11, IV Y XIlI,
glicoproteinas CD 44 (molécula de adhesion que participa en la interaccion entre células
y célula-matriz extracelular), CD 54 ( molécula de adhesion que participa en la
interaccion leucocito-endotelio, linfocito T-célula presentadora de antigeno y linfocito
T-linfocito B), CD 31( molécula de citoadhesion endotelial plaquetaria, PECAM-1,
implicada en la eliminacién de neutréfilos ) y CD 106 ( molécula de adhesion implicada
en la migracion y reclutamiento de linfocitos al lugar de la inflamacion) , SMA (actina
del musculo liso), CK 18 (citoqueratina 18), fibronectina, desmina, vimentina y factor
de Von Willebrand (Kim et al, 2006) .

Las CMM-LA, pueden ser clasificadas en base a su morfologia y crecimiento en:
v’ células epitelioides (E-type)
v' células especificas de liquido amniético (AF-type)

v" células tipo fibroblasto (F-type)

Las células epitelioides, aparecen desde los primeros cultivos y van disminuyendo
conforme se realizan los pases. Este subtipo de células, cuyo origen es fetal (piel y
orina), presentan formas cuboidales y columnares. Las células especificas de liquido
amnidtico, son las células mayoritarias, aparecen también desde el inicio del cultivo,
pero a diferencia de las anteriores, si se mantienen en el tiempo. Derivan de las
membranas fetales y del trofoblasto, presentan forma redondeada, expresan vimentina y
queratina y son productoras de estrogenos, progesterona y gonadotropina corionica

humana.
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Las células tipo fibroblasto, aparecen de manera tardia en los cultivos, presentan forma
de huso y proceden del tejido conectivo fibroso y fibroblastos dérmicos (Antonucci et
al, 2011; Prusa & Hengstschlager, 2002).

En cuanto a sus aplicaciones, son numerosas las publicaciones que describen estas
células como una fuente nueva para la medicina regenerativa ¢ terapia celular. Uno de
los primeros articulos, fue el de Fauza y col, donde se postula las CMM-LA cémo
células con efectos terapéuticos, Utiles en terapia celular, trasplantes y terapia génica
(Fauza et al, 2004).Tsai y colaboradores, proponen su uso en enfermedades
neurodegenerativas y lesiones del sistema nervioso (Tsai et al, 2006). Destaca el trabajo
de Klemmt y colaboradores, donde las CMM-LA, fueron utilizadas para regenerar la
glandula mamaria (Klemmt et al, 2010).

Mala Srivastava y colaboradores, recientemente publicaron las diferentes aplicaciones
de estas células en la regeneracion del sistema cardiovascular, gastrointestinal, muasculo

esquelético, sistema respiratorio, nervioso, urinario y en la piel (Srivastava et al, 2018).

1.3. PLAQUETAS

1.3.1. Origen, definicidn y caracteristicas de las plaquetas

La plaqueta fue el altimo elemento forme de la sangre en ser descubierto, pasaron cien
afios desde la primera vez que fueron observadas por William Hewson (1739-1774)
hasta que Alfreld Donne (1801-1878) y George Gulliver (1804-1882) las describieron.
Su pequefio tamafio (1-2 pum), las limitaciones Opticas de los microscopios iniciales y su
facilidad para agregarse, fueron varios de los factores que retrasaron el descubrimiento
de este elemento clave para el normal desarrollo de la hemostasia y cuyo papel en
desordenes tromboticos y hemorragicos, es hoy en dia indiscutible (lzaguirre-Avila,
1997). Se trata de ceélulas anucleadas, que tienen su origen en la fragmentacion
citoplasmatica del megacariocito, proceso que tiene lugar en la médula désea, conocido

como trombopoyesis. En sangre presentan una concentracion que oscila entre 150-
400.000 células x 10° /L y un volumen de 7-9 L. El 70 % estéan circulando, mientras que

el 30 % estan en el bazo. Presentan una vida media entre 7-10 dias, posteriormente,
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tanto los macrofagos en el bazo como las células de Kuffer en el higado, se encargaran

de fagocitarlas (George, 2000).

1.3.2. Estructura de la plaqueta

La plagueta, en condiciones fisiol6gicas presenta forma de lente biconvexa y una

estructura dividida en tres capas, intimamente relacionadas con su funcion (Figura 4):

- Membrana plaguetaria

- Granulos y organelas intracitoplasmaticas

- Citoesqueleto

1.3.2.1. Membrana plaquetaria:

La principal funcion de los trombocitos es impedir la pérdida de sangre en caso de

lesién vascular. Para ello la superficie plaquetar es fundamental, ya que por un lado se

adhiere a los componentes del subendotelio dafiado y por otro, favorece la agregacion y

formacion del tapon plaquetario (Bermejo, 2017).

La membrana plaquetar, presenta tres ldaminas: el glucocalix, la membrana unitaria y el

area submembranosa:

Glicocalix 6 cubierta plaguetaria_externa, es la linea que separa la

plaqueta del medio exterior. Presenta una composicion variable: cadenas
de oligosacaridos, polisacaridos y glicoproteinas de membrana (GPs), las
cuales son receptores claves en el papel que desarrollan las plaquetas.
Por adsorcién se incorporan a la membrana: proteoglicanos plasmaticos,
albumina y fibrinégeno.

Membrana _unitaria_(MU), es una bicapa asimétrica, rica en

fosfolipidos, los cuales van a aportar la carga negativa a la membrana,
para que esta sirva de soporte a los factores de coagulacion (actividad
procoagulante). El &cido araquidénico, componente fundamental de la
MU, se encarga de transmitir las sefiales recibidas en el exterior de la

membrana plaquetar hacia las regiones celulares internas.

e Area submembranosa, es donde se produce la transduccion de las

sefiales para activar la plaqueta.

20



Introduccion

Parte importante de la membrana plaquetar son, las moléculas de adhesion. Se trata de
unas proteinas transmembrana, que actdan como receptores celulares funcionales, cuyo
papel principal es el de transducir sefiales al interior de la célula. Se pueden clasificar en
funcion de su composicién glicoproteica y no glicoproteica.

a) Los receptores glicoproteicos (GPs), son proteinas unidas covalentemente a

carbohidratos, que van a facilitar la adhesién de la plaqueta al endotelio dafiado,
las interacciones entre diferentes plaquetas y la agregacion entre si. Se clasifican

en: integrinas, GPs ricas en leucina y selectinas:

- Integrinas: son GPs de membrana con dos subunidades principales designadas

o/PB que participan en la adhesion celular. Cabe destacar:

e GP la/lla (VLA-2, 02/B1): complejo encargado de unir las plaquetas al
colageno (tipo I/1V) y al factor von Willebrand (VWF).

e GP IIb/llla (allb/B3): receptor mds abundante de la membrana
plaquetaria y principal promotor de la agregacion plaquetaria, al unir
fibrindgeno, el cual actla de puente entre las diferentes plaquetas.

e GP VI: receptor mas importante en la adhesion de las plaquetas al
colageno.

e GP IV (CD36): funciona como receptor de colageno tipo Il y de
trombospondina. Participa en la transduccién de sefales.

e GP Ic/lla: (VLA-5, a5/Bl): reconoce de manera especifica a la

fibronectina y permite la union de la plaqueta al sustrato.

- GPs ricas en leucina: en la membrana plaquetaria destaca el complejo formado

por tres glicoproteinas, GP Ib-1X-V, segundo receptor mas abundante. Destaca
su papel clave en la adhesion plaquetar al permitir la union de los trombocitos al

endotelio mediante el VWF y la trombina.
- Selectinas: familia compuesta por 3 moléculas: L-selectina (CD62L), P-

selectina (CD62P) y E-selectina (CD62E). La letra inicial corresponde al tipo de

célula donde se expresan: L: leucocito, P: plaqueta y E: endotelio.
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En nuestro caso, nos centraremos en la P-selectina (CD62P), expresada en
plaquetas y células endoteliales. También conocida bajo el nombre de proteina
de membrana granular (GMP-140) o proteina de activacién plaquetaria
dependiente de la membrana externa granular (PADGEM), la P-selectina, se
sintetiza en células endoteliales y plaquetas permitiendo la union de leucocitos,
principalmente, neutrofilos y monocitos a estas células. Posteriormente se
almacena en los cuerpos de Weibel-Palade de las células endoteliales y en la
cubierta de los granulos alfa y granulos densos de las plaquetas inactivadas y
desde estos lugares es trasladada a la superficie celular por estimulo de
mediadores inflamatorios como la trombina, histamina y leucotrieno C4.

Su ligando de unidén es una mucina denominada PSGL-1 (glicoproteina ligando-
1 de la P-selectina). Actualmente, en la préactica clinica se utiliza también como
marcador de activacion plaquetaria, al haberse observado que se expresa un
elevado nimero de moléculas P-selectina en la superficie plaquetar durante este
proceso (McEver, 2001).

Superfamilia de Inmunoglobulinas (IgSF): formada por un extenso grupo de

proteinas solubles y de superficie celular, participan en procesos de
reconocimiento, union y adhesion celular. Todas ellas poseen un dominio
estructural conocido como plegamiento de inmunoglobulina, formado por dos
laminas peptidicas antiparalelas, en estructura B-plegada, estabilizadas por
enlaces disulfuro. Cabe destacar ICAM (1,2,3,4,5) como moléculas de adhesion
intracelular, C-CAM, como molécula de adhesion célula-célula, VCAM-1, como
molécula de adhesion vascular, PECAM-2, como molécula de adhesion
plaqueta-endotelio, JAMs, como moléculas de adhesion juncional 6 de unién
adherente entre endotelio-leucocito 6 leucocito-plaqueta y NCAMs como

molécula de adhesion neuronal (Ross & Pawlina, 2007).

b) Los receptores no glicoproteicos, son moléculas de adhesion que regulan la

activacion y agregacion plaquetaria. Podemos clasificarlos en receptores para el ADP:
P2Y1, PDY12 y P2X1, para la trombina (PAR-1, PAR-3, PAR-4), para la serotonina 6

5-hidroxitriptamina (5-HT2), para la adrenalina (receptor o, receptor 1) y para

prostanoides (prostaglandina, prostaciclina y tromboxano A2) (Kahn et al, 1998).
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1.3.2.2. Gréanulos y organelas intracitoplasmaticos
En el interior de las plaquetas encontramos tres tipos de granulos citoplasmaticos
clasificados en funcion de su estructura, densidad y contenido: granulos alfa, granulos

densos y lisosomas, con una funcién principalmente secretora.

1.3.2.2.1. Granulos alfa
Son los mayoritarios, aproximadamente 50-80 por plaqueta, adquieren forma redonda y

un didmetro entre 200-500 nm. Presentan una estructura muy caracteristica dividida en
tres zonas: la zona més oscura, nuclear, donde co-existen proteoglicanos con proteinas
plaquetarias especificas como la B-trombomodulina y el factor plaquetario 4 (PF4)
(Figura 4). La zona mas externa, donde se encuentra el VWF y la tercera y Gltima zona,
intermedia a las dos anteriores, asociada a fibrindgeno, trombospondina, albimina y

factor de crecimiento (Bermejo, 2017).

1.3.2.2.2. Granulos densos

Se denominan densos por carecer de claridad 6 transparencia en las tinciones con
tetroxido de osmio y por ser visibles al microscopio electrénico en preparaciones no
teflidas. Se observan entre 2-7 granulos densos por plagueta, con un diametro
aproximado entre 200-300 mn y una morfologia caracteristica: zona central densa
rodeado por un halo claro. Son sitios de almacenaje y posterior liberacién por exocitosis
de serotonina (5-HT), potente vasoconstrictor que en un 90 % se encuentra unido a
plaquetas, calcio, magnesio, adenosin difosfato (ADP), adenosin trifosfato (ATP),

fosfato inorgénico y polifosfatos entre otros (Figura 4).

1.3.2.2.3._Lisosomas

Son los granulos méas pequefios presentes en las plaquetas, con un diametro inferior a
300 nm. La funcion de las enzimas lisosomales es meramente proteolitica focalizada en
destruir el trombo formado. A nivel interno de la plaqueta cumplen una funcion de
autofagia, eliminando fragmentos citoplasmaticos (Figura 4) (Bermejo, 2017).

Cierta actividad peroxidasa y catalasa han sido observadas en las plaquetas, lo cual

podria indicar la existencia de mas organelos.
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1.3.2.3. Citoesqueleto

El citoplasma de las plaquetas esta organizado por una malla de proteinas estructurales
conocido como citoesqueleto, compuesto principalmente por un conjunto de
microtubulos de tubulina y una malla densa de polimeros de actina, que permiten una
funcién tanto estatica como dinamica de la plaqueta, la cual presenta una forma
discoidea en condiciones normales y cambia a esférica cuando son activadas, lo cual

permite una correcta funcién hemostatica.

Los microtibulos son heteropolimeros de a y B tubulina, dispuestos en dimeros (unidad
estructural), los cuales polimerizaran en protofilamentos que se agregaran lateralmente
para formar estructuras cilindricas huecas. Cuando la plaqueta se activa, los
microtubulos se contraen y acercan sus organelos secretores al sistema canicular
abierto (SCA), que son unos canales por donde entran sustancias del exterior y salen
productos de la plaqueta (Figura 4). Al mismo tiempo, fragmentos de microtibulos

salen a la periferia para formar pseudépodos.

Rodeando los microtdbulos se encuentra la actina, componente mayoritario del
citoesqueleto, cuya funcidn principal es reordenar complejos de GPs y participar en los
cambios estructurales de los trombocitos. Puede estar en forma libre (mondmero),
denominada actina G, o formar parte de polimeros lineales denominados

microfilamentos ¢ actina F.
Proteinas como la filamina A (ABP-280), talina, K-actina, miosina | y Il, se encuentran

unidas a la malla citoplasmatica de actina y tienen como funcién principal fijar el

esqueleto plaquetar cuando los trombocitos estan en reposo (Bermejo, 2017).
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Figura 4. Esquema estructura plaquetaria. (GA: granulo alfa; GD: granulo denso; GP:
glicoproteinas; Lis: lisosoma; M: mitocondria; MF: microfilamento; MT: microtibulos;
ME: membrana externa; Per: peroxisoma; SCA: sistema canalicular abierto; STD:

sistema tubular denso) (Fernandez-Delgado, 2012).

1.3.3. Fisiologia de la hemostasia

El sistema de la hemostasia se encarga de mantener la integridad del arbol vascular,
impedir la pérdida de sangre y aparicion de obstrucciones. Este proceso consta de cuatro
pasos; en un primer momento se produce un fenémeno de vasoconstriccion vascular,
seguido de la formaciéon del tapon plaquetario (hemostasia primaria), sustrato transitorio
capaz de frenar la hemorragia. A continuacion, se formara el codgulo sanguineo 6
trombo rojo (hemostasia secundaria, comunmente llamada coagulacion) y un altimo
paso donde se produce la desintegracion del coagulo, conocido como fibrinolisis. En
condiciones fisioldgicas existe un equilibrio entre los sistemas de hemostasia,

coagulacion y fibrinolisis.

Para este proceso son claves tres componentes: las plaquetas, el endotelio vascular y la

correcta interaccion de las células sanguineas con la pared vascular.
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El endotelio es una extensa superficie celular, compuesta aproximadamente de 1 a
6x10*3 células. Su papel no es meramente estructural al actuar como barrera entre la
circulacién y el tejido a irrigar, sino que desempefia un papel fundamental dentro de la
coagulacion y el proceso de fibrinolisis. Presenta propiedades tanto pro como anti-

coagulantes, actuando de una forma u otra en funcién de la situacion.

Las plaquetas cuya produccién es estimulada por la trombopoyetina, actian como
parche al producirse el dafio vascular, momento previo a la activacion de la coagulacion
y fibrindlisis. (Mateo et al, 2001).

1.3.3.1. Hemostasia primaria
Dentro de la hemostasia primaria podemos diferenciar cuatro fases: vasoconstriccion,
adhesion, activacion, secrecion y agregacion. Nada mas producirse el dafo vascular, por

reflejo nervioso, se produce una contraccidn inicial que serd posteriormente mantenida

por sustancias vasoconstrictoras liberadas por las plaquetas. A continuacion, se produce
la adhesion plaquetaria, proceso en el que podemos distinguir una primera fase de
contacto o reconocimiento plaquetar y una segunda fase en la cual los trombocitos se
extienden sobre el lecho vascular. Durante esta fase, el complejo Gp Ib-1X-V
desemperia un papel fundamental al unirse al endotelio por medio del vVWF. El proceso
de activacién plaquetaria conlleva un cambio morfolégico de la plaqueta, la cual
adquiere una forma esférica y pseuddpodos en su superficie. La cascada mediante la
cual se activan las plaquetas ha sido estudiada y se sabe que la union de ligando y
receptor produce un aumento de fosfolipasa C (PLC), que conlleva una produccion de
1,4,5 inositol trifosfato (IP3) y 1,2 diacilglicerol (DAG). El IP3, aumenta el calcio, lo
que a su vez produce la activacion de fosfolipasa A2 (PLA2) quien, por medio de la
ciclooxigenasa, sintetiza acido araquidonico (AA), el cual da lugar a tromboxano A2
(TXA2), potente agregante plaquetario que ademas produce vasoconstriccion. EI DAG
por su parte activa la proteina kinasa C (PKC), que libera el contenido de los granulos a,
densos y lisosomales, (proceso de secrecion), lo cual hace que acudan mas plaquetas al
lecho vascular (agregacion plaquetar). La PKC, ademas expresa el receptor GP llb/Illa
que se une al fibrindgeno, paso clave en la agregacién plaquetaria (Flores-Rivera et al,
2014). La hemostasia primaria termina con la formacion del tapén plaquetar (coagulo
blanco) (Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la cascada de activacion plaquetaria. Fases de la
respuesta plaquetaria (vasoconstriccion, adhesion, activacion, secrecion y

| - agregacion). Fisiologia de la coagulacion (Oscar lvan Flores-Rivera, 2014).

1.3.3.2. Hemostasia secundaria

El proceso de hemostasia secundaria se pone en marcha para reforzar el tapon
plaquetario formado en la etapa previa y consiste en la activacion de la cascada de
coagulacioén, que dara lugar a la formacién del codgulo sanguineo o trombo rojo. Las
proteinas que intervienen en la hemostasia secundaria se conocen como factores de la
coagulacion y se encuentran como zimdgenos inactivos (pro-enzimas) en plasma que se

iran activando unos a otros en cascada secuencial.

Existen dos modelos de coagulacion: el modelo clasico, compuesto por via intrinseca,
extrinseca y fibrinolisis que explica la coagulacion in vitro, con el estudio de los
tiempos de coagulacion usados para cuantificar la intregridad de las vias (Tiempo de
tromboplastina parcial activada: TTPA para la via intrinseca, tiempo de protrombina:
TP para la via extrinseca y el tiempo de trombina (TT), que explica el paso de
fibrindgeno a fibrina). El segundo modelo, més actual, conocido como modelo celular,

explica la coagulacion in vivo.
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Modelo clasico de la coagulacion: cominmente conocido como “cascada de la

coagulacion”, compuesto por una serie de etapas en las que la activacion de un
factor de coagulacion, activa al siguiente. Este modelo considera dos vias que
terminan activando al factor X 6 de Stuart-Prower, que junto al factor
plaquetario 3 (FP3), el calcio y el factor V forman el denominado complejo
protrombinasa, que convertira protrombina (factor 1) en trombina, para
finalmente convertir el fibrindégeno (factor 1) en mondmeros de fibrina, que en
presencia de calcio y factor Xllla polimerizan, dando lugar a una malla que
cierra espacios entre plaquetas y sella de forma definitiva el tapon plaquetario,

dando lugar al coagulo.

La via intrinseca tiene vital importancia en el crecimiento y mantenimiento del
coagulo. La activacion de esta via se inicia bien por la existencia de trombina o
por factores de contacto. La precalicreina (PK) o factor de Fletcher, se convierte
en calicreina para activar al factor XII 6 factor de Hageman el cual a su vez
activara al factor XI (factor antihemofilico C), que terminara por activar al factor
X, con ayuda del calcio y del factor VIII (factor antihemofilico A) (Figura 6).

La via extrinseca requiere un factor externo a la sangre, el factor tisular (FT),
conocido también como tromboplastina tisular o factor Ill. Este factor, familia
de receptores de citocinas, no se encuentra en condiciones fisioldgicas en
contacto con la sangre, pero cuando se lesiona el vaso, acude rapidamente, para
unirse al factor VII, el cual se activara para confluir en la via comdn activando al
factor X (Figura 6) (Mateo et al, 2001).
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Figura 6. Modelo clésico de la coagulacion: via
extrinseca, intrinseca y comun (Alvarado Arteaga, 2013).

Modelo molecular y celular de la coagulacién: el modelo clasico de la

coagulacion anteriormente expuesto presenta ciertas carencias ya que representa
lo que ocurre in vitro, pero no el verdadero fendmeno in vivo. Ademas, se
observd que alteraciones que en principio afectaban a una sola via tenian
profundas implicaciones clinicas en la coagulacion global. Estudios posteriores
demostraron que las vias no operaban de manera independiente y en 2007,
Hoffman y colaboradores propusieron el modelo celular de la coagulacion, que
contempla un dnico proceso que se desarrolla en 3 fases: la fase de iniciacion,

fase de amplificacion y fase de propagacion (Alvarado Arteaga, 2013).

En la fase de iniciacion, el factor tisular, presente en numerosos tipos de células
queda expuesto tras la lesion vascular, lo cual favorece la unién del factor VII.
El binomio (FT-VI1la) activa los factores IX y X. A su vez el factor Xa activa al
factor V, con quien ademas se combina para producir trombina, la cual

convertira el fibrindgeno en fibrina.

Durante la siguiente fase de amplificacion, las plaquetas son activadas por la
trombina generada durante la fase de iniciacion. Los trombocitos liberan el
contenido de sus granulos alfa, principalmente factor V, el cual se activara
gracias a la trombina y al factor Xa, exponiendo sus fosfolipidos de membrana,
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necesarios para el proceso de coagulacion. Durante esta fase también se activara
el factor Xl y el factor VIII, el cual sera separado del factor de von Willebrand,

por actividad de la trombina.

Por ultimo, en la fase de propagacion, el complejo “protrombinasa” (Xa, Va,
calcio y fosfolipidos) produce grandes concentraciones de trombina, necesarias
para transformar el fibrindgeno en fibrina. Por su parte, el complejo “tenasa”
(VIla, 1Xa, calcio y fosfolipidos), se encarga de activar al factor Xa (Figura 7)
(Paramo, 2009).

Fisologia Molecular y Celular de la Coagulacién
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Figura 7. Modelo molecular y celular de la coagulacién (Alvarado Arteaga, 2013).

1.3.3.3. Fibrinolisis

Cuando el dafio se ha reparado, y el vaso sanguineo ha sido reconstituido, el coagulo se
disolvera total o parcialmente para conseguir repermeabilizar el vaso. Los tejidos
lesionados y el endotelio vascular, liberan t-PA (activador del plasmindgeno tisular),
encargado de transformar el plasmindgeno en plasmina (fibrinolisina), encargada de

digerir el coagulo, proceso conocido como fibrinolisis. La plasmina sera rapidamente
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inhibida por la o-2-antiplasmina y de forma mas lenta por la a-2-macroglobulina (Mateo
et al, 2001).

El nuevo modelo molecular de la coagulacion, pretende integrar las vias intrinseca,
extrinseca, comudn y el proceso de fibrinolisis, en un solo proceso que ocurre de manera
lineal y escalonada. Asi, la via extrinseca, iniciada por el factor VII y el factor tisular,
corresponderia a la actual fase de iniciacion, en la cual se producen pequefias cantidades
de trombina y una activacion plaquetaria que, a través de mdltiples ciclos repetitivos de

retroalimentacion positiva sobre la via intrinseca y comun culmina en la generacion de

grandes cantidades de trombina, fase a la que se ha llamado amplificacién. Luego
vendria la fase de fibrinogénesis y agregacion plaquetaria, llamada propagacién (Figura
8) (Alvarado Arteaga, 2013).
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Figura 8. Modelo molecular actual de la coagulacion. Entendido como
fases consecutivas de un mismo mecanismo lineal escalonado (Alvarado
Arteaga, 2013).

1.3.3.4. Mecanismos reguladores
La hemostasia esta regulada fundamentalmente por dos mecanismos:
- Los inhibidores de serin-proteasas: que inhiben los factores activados: anti-

trombina, cofactor Il de la heparina, inhibidor de la via del factor tisular (TFPI),
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a2-macroglobulina, inhibidor de la proteina C activada, inhibidor del C1-esterasa,

a2-antiplasmina y al-antitripsina.

- Los reguladores de los cofactores activados: via de la proteina C (proteina C,

proteina S y trombomodulina).

A continuacion, haremos una breve descripcion de cada uno de los mecanismos

reguladores de la hemostasia (Mateo et al, 2001):

a.

La antitrombina (AT), es un inhibidor de serin-proteasas sintetizado en el
higado. Su funcién principal es inhibir la trombina y el factor Xa, pero
también inactiva los factores 1Xa, Xla, Xlla, Vlla unido al factor tisular,
calicreina y plasmina. El efecto inhibitorio puede verse incrementado
hasta 1000 veces en presencia de heparina.

El cofactor 11 de la heparina, también es un inhibidor de serin-proteasas.
Presenta homologia con la AT, pero a diferencia de esta, solo es capaz de
inhibir a la trombina.

La actividad anti-coagulante del inhibidor de la via del factor tisular
radica en la formacion inicial de un complejo binario: Xa-TFPI, que se
unird a los factores Vlla-FT, anulando la actividad catalitica de los tres
factores.

La trombomodulina (TM): es una proteina integral de membrana, se
encuentra en diferentes tejidos como placenta, plaquetas, macrofagos,
neutrofilos, células musculares, capilares, venas y arterias. Su actividad
consiste en neutralizar la actividad de la trombina, impidiendo que esta
transforme el fibrin6geno en fibrina.

La proteina C, es una glucoproteina vitamina-K dependiente de sintesis
exclusivamente hepatica. Necesita ser activada por la trombina, actuando
la trombomodulina como cofactor. Actla inactivando los factores Va y
VIlla, utilizando para ello, la proteina S y el propio factor V como
cofactores.

La proteina S, también es una glucoproteina vitamina K dependiente, de
sintesis principalmente hepatica, pero también hay cierta produccion en
megacariocitos y células endoteliales. El calcio es fundamental para esta

proteina ya que por un lado evita ser degradada por la trombina y por
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otro este i6n induce un cambio conformacional necesario para que esta
proteina pueda actuar como cofactor de la proteina C.
La a/-antitripsina inhibe el factor Xla.

h. El inhibidor del C1-esterasa neutraliza los factores de contacto.

i. La a2-antiplasmina inhibe la calicreina, los factores Xlla, Xla y la

trombina.

Todos los anti-coagulantes anteriormente descritos son fisioldgicos. Encontramos otros
no fisiologicos como el citrato, oxalato, el acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
fluoruros y mezcla de Wintrobe que actdan principalmente quelando el calcio y
farmacos como la heparina, anticoagulantes orales y los anti-inflamatorios no
esteroideos (AINES).

Existen los denominados anticoagulantes intravasculares patoldgicos como son el
anticoagulante Iupico, anticuerpo antifosfolipido dirigido contra los factores de la
coagulacion, que reacciona in vitro con epitopos de fosfolipidos, alterando los tiempos
de la coagulacion (TTPA, 1Q...) y los anticuerpos anticardiolopina, que se unen gracias
a los fosfolipidos, a diferentes proteinas (B2 glicoproteina, protrombina, anexina V 'y
cadiolipina). Se ha observado que in vivo incrementan el riesgo de desarrollar trombosis
y su elevada concentracion en sangre se ha relacionado con abortos de repeticion
(Mateo et al, 2001).

1.4. CMM Y SU EFECTO SOBRE LA COAGULACION

Su capacidad de auto-renovacién temporalmente ilimitada y el potencial de
diferenciacion en otros tipos celulares, asi como sus excelentes propiedades
inmunomoduladoras, han hecho que, en los ultimos afios, las células madre se postulen
como una excelente opcion terapéutica para la cura de numerosas patologias. Asi, son
numerosas las publicaciones sobre las aplicaciones de las células madre en el campo de
la medicina regenerativa, y su uso para la restauracion de tejidos y 6rganos en pacientes

con enfermedades graves (Mahla, 2016; Srivastava et al, 2017).
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La mayoria de los estudios clinicos y pre-clinicos en terapia celular, utilizan la via de
infusion intravenosa, debido a su facil acceso, amplio volumen vy distribucion celular
(Harting et al, 2009). Sin embargo, poco se conoce a cerca de la seguridad tras la
infusién de estas células. Aunque hasta la fecha, han sido pocos los eventos adversos
descritos por tratamiento con CMM de médula Gsea, parece que tras la administracion
intravenosa tienden a acumularse en los capilares pulmonares, pudiendo potencialmente

producir trombosis, sobre todo a dosis altas (Schrepfer et al, 2007).

En 2003, dos autores de manera independiente: Vulliet y Barbash, describieron
episodios de infarto de miocardio tras administracion intravenosa de CMM, el primer
autor en perros y el segundo en ratas (Vulliet et al 2003 y Barbasch et al, 2003).
Posteriormente en 2006, Freyman y colaboradores, observaron una disminucion del
flujo sanguineo distal en el sitio de infusion tras administracion intracoronaria de CMM
para la reparacion de un miocardio infartado (Freyman et al, 2006). Un estudio parecido
fue llevado a cabo dos afios mas tarde, donde altas tasas de injerto cerebral se asociaron
a un bloqueo del flujo sanguineo (Walczak, 2008).

Actualmente, en todo el mundo se estan realizando cientos de ensayos clinicos de
terapia celular con CMM humanas autélogas y alogénicas (de médula Osea
principalmente). En la mayoria de los casos, a los pacientes receptores se les administra
1x10® CMM/Kg, aunque las cantidades varian de 1-15x10° CMM/kg. La gran cantidad
de CMM necesarias para los trasplantes, hace necesaria la expansion in vitro mediante
cultivos y ademas controlar la seguridad de su administracion intravenosa, ya que puede
producir efectos adversos.

Por otro lado, algunos ensayos clinicos en fase Il han fallado por la baja eficacia de las
CMM (Ankrum et Karp, 2010), probablemente por la baja supervivencia asociada a las
células madre. Todo ello, hace necesaria la busqueda de nuevas estrategias que mejoren
el efecto terapéutico en terapia celular con CMM.

Clasicamente, se ha descrito que las CMM pueden, al menos temporalmente, evadir el

rechazo inmune cuando se trasplantan alogénicamente. Pero, cada vez méas estudios

describen reacciones incompatibles entre las CMM administradas sistemicamente y la
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sangre de los receptores (Moll et al, 2012). Estos estudios sugieren que las reacciones
por incompatibilidad iniciadas por las CMM después de la infusion intravenosa tienen
un efecto negativo en la eficacia de la terapia celular. Por lo tanto, el estudio y
modificacion de los factores que afectan a la terapia celular con CMM podria ser un

enfoque alternativo para mejorar la eficacia.

En cuanto a la causa que hace que las CMM produzcan eventos trombdticos, existen
varias hipotesis. Por un lado, se ha descrito que el tamafio, relativamente grande de estas
células, puede contribuir a la oclusion de los vasos, que en general presentan un calibre
estrecho, lo cual produce un atrapamiento de las CMM, que disminuye el flujo
sanguineo, favoreciendo episodios de trombosis (Furlani et al, 2009). Otros autores,
sefialan como responsable de la actividad procoagulante de las CMM, al factor tisular
(FT), altamente expresado a nivel del RNA mensajero y situado en la superficie de estas
células (Tatsumi, 2013). Asi, las CMM cultivadas in vitro expresan factores
procoagulantes como el FT, coldgenolA y fibronectinal, que podrian iniciar la cascada
de la coagulacion cuando se infunden por via intravenosa (Moll et al, 2012; Tatsumi et
al, 2013). Muchos estudios, han demostrado como la administracion concomitante de un
activador de anti-trombina (como la heparina) o un inhibidor directo del factor Xa 6 de
la trombina es efectivo para contrarrestar el efecto procoagulante de las CMM
(Stephenne, 2012; Gleeson, 2015; Moll, 2015; Liao et al, 2017) e incluso han descrito

que puede estar relacionado con una mayor eficacia (Liao et al, 2017).

El FT, también conocido como factor Il de la coagulacién, es un receptor
transmembrana (CD142) del factor circulante VII/VIla que normalmente solo se
expresa en tejidos extravasculares. Ligando y receptor estan separados en vasos
intactos, pero si por una injuria vascular queda expuesto el espacio subendotelial, el FT,
entra en contacto con la sangre y forma el complejo FT/VIla, iniciando la via extrinseca
de la coagulacion (Mackman, 2009). EI FT también se expresa en células endoteliales y
leucocitos activados. Ademas, el FT puede ser transferido a plaquetas a través de las

microparticulas, produciendo su activacion.

Como se ha comentado previamente, las CMM en cultivo, expresan FT, por lo que
pueden alterar la hemostasia a las dosis usadas en clinica (Ra et al, 2011; Furlani et al,
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2009). La expresion de FT es diferente segun las condiciones de cultivo y el origen
celular. Moll et al (2012) publicaron el principal trabajo en este ambito realizado con
CMM de médula dsea en 44 pacientes que recibieron esta terapia como tratamiento de
la enfermedad injerto contra huesped (EICH). Las conclusiones mas importantes de este
estudio fueron que, si bien in vitro se observaba una actividad procoagulante en este
tipo de células, sobre todo derivada de la expresion del FT, in vivo ninguno de los
pacientes padecié ningun efecto adverso durante la infusién ni posteriormente. Fue
interesante que en las pruebas de sangre posteriores a la infusion se observara un
aumento de los complejos trombina-antitrombina mediante ELISA, un descenso de
plaquetas y un aumento de la fraccion del complemento C3, de manera significativa, lo
que estaria en relacion con la actividad procoagulante observada in vitro.
Recientemente, se ha observado cémo no todas las CMM son equivalentes, asi lo
demuestra el estudio realizado por Christy y colaboradores, donde células madre de
tejido adiposo demostraron tener mayor expresion de factor tisular y con ello una
actividad procoagulante mayor en comparacion con otras células madre como las de
medula 6sea (Christy et al, 2017). También se ha descrito que las CMM de médula dsea
expresan menos FT que las células deciduales estromales derivadas de placenta (Moll et
al, 2015). Probablemente, el uso en los primeros estudios de terapia celular de CMM de
médula 6sea principalmente, junto con dosis menores a las actuales, evitd estos eventos
trombdticos. Actualmente el uso de otras fuentes como la grasa y de mayores dosis
(buscando maés eficacia), han hecho aumentar los efectos adversos de estos ensayos. La
regulacion de la expresion del FT es compleja, habiéndose descrito numerosas
sustancias o circunstancias que aumentan o disminuyen su expresion (Ruf & Riewald,
2000-2013). Por otro lado, se ha observado que los medios de cultivo contienen factores
que alteran la expresion del FT, sobre todo en el suero o lisado plaquetario como el
factor de crecimiento derivado de plaquetas, PDGF (del inglés: platelet derived growth
factor) (Gebhard et al, 2010).

Actualmente, se conoce muy poco de la interaccion plaqueta-CMM vy del papel de las
plaquetas en la adherencia e injerto de las CMM. Aunque no estd demostrado, es
posible que la trombina generada por la estimulacion de la coagulacion a través del FT
de las CMM, se una al receptor PAR-1 presente en las plaquetas, las active y estimule
su agregacion y secrecion (Kahn, 1998; Leger, 2006). Del mismo modo, las plaquetas
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una vez activadas, permiten en su superficie el desarrollo de la cascada de la
coagulacion. Asi, Liao y col en el 2008, publica que tras infusion de CMM derivadas de
médula dsea, se produce una disminucién de los factores de la coagulacion y ademas

también observa una disminucién del niamero de plaquetas.

Por otro lado, Agis y colaboradores, describen en 2008 como las plaquetas activadas
aumentan la actividad fibrinolitica de las CMM, mediante la estimulacion del activador

del plasmindgeno tipo uroquinasa (Agis, 2008).

Algunos estudios sugieren que, tras la infusién intravenosa de las CMM, las plaquetas
pueden tener un papel en el reclutamiento e injerto de las CMM en el sitio de la lesion
(Teo et al, 2015). En un modelo de hipertension arterial pulmonar en ratas, se vio que el
depdsito de CMM en los pulmones dependia de la activacion plaquetaria y era mediado

por P-selectina y la glicoproteina GPlIb-IIIa (integrina allbB3) (Jiang et al, 2012).
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11. JUSTIFICACION

Hoy en dia, la medicina regenerativa, representa una nueva promesa en el campo de la
ciencia encargada de restaurar 6rganos y/o tejidos lesionados. Las células madre
mesenquimales (CMM), son excelentes candidatas para su uso en terapia celular, por su
gran potencial inmunomodulador y regenerativo, demostrado en estudios in vitro y
preclinicos. En cuanto a la fuente de obtencion, las CMM de tejidos extra-embrionarios,
como las CMM de liquido amniético (CMM-LA), han demostrado presentar excelentes
ventajas frente a las células madre embrionarias (CME) y células madre adultas (CMA),
eliminando los problemas éticos de las CME al obtenerse de los tejidos desechados en
el parto y al presentar un potencial de proliferacion y diferenciacion aparentemente
mayor que las CMA. Ademas, las CMM-LA, han demostrado tener caracteristicas
inmunomoduladoras, antiinflamatorias, asi como baja inmunogenicidad y

teratogenicidad en trasplantes in vivo (Rennie et al, 2012).

La mayoria de los estudios clinicos y pre-clinicos en terapia celular, utilizan la via de
infusion intravenosa, debido a su facil acceso, amplio volumen vy distribucion celular
(Harting et al, 2009). Sin embargo, poco se conoce a cerca de la seguridad tras la
infusion de estas células. Estudios recientes han demostrado que las CMM pueden
interferir en el proceso hemostatico tras ser administradas por via intravenosa,
produciendo reacciones adversas tromboticas (Furlani, 2009; Moll et al, 2012; Tatsumi
et al, 2013). Esta accion se atribuye a la expresion del factor tisular (FT) en la superficie
de las CMM, el cual desencadena la activacion de la via extrinseca de la coagulacion,
produciendo finalmente trombina (Gleeson, 2015). Recientemente, Christy vy
colaboradores han observado que las células madre de tejido adiposo tienen mayor
expresion de FT y con ello una actividad procoagulante mayor en comparacion con
otras células madre como las de médula désea (Christy et al, 2017). Probablemente, el
uso en los primeros estudios de terapia celular de CMM de médula 6sea principalmente,
junto con dosis menores a las actuales, evitd estos eventos tromboticos. Actualmente el
uso de otras fuentes como la grasa y de mayores dosis (buscando mas eficacia), han
hecho aumentar los efectos adversos de estos ensayos.
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Aunque no esta demostrado, es posible que la trombina generada por la estimulacion de
la coagulacion a través del FT de las CMM, produzca a su vez activacion y agregacion
plaquetaria. A su vez, las plaquetas una vez activadas, permiten en su superficie el
desarrollo de la cascada de la coagulacion. Asi, Liao y col en el 2008, publica que tras
infusion de CMM derivadas de médula 6sea, se produce una disminucion de los factores
de la coagulacion y ademas también observa una disminucion del nimero de plaquetas.
Pero no se ha estudiado previamente, si independientemente de la estimulacion de la
hemostasia secundaria, existe un efecto directo de las CMM sobre la funcién

plaquetaria.

Por otro lado, algunos ensayos clinicos en fase 111 han fallado por la baja eficacia de las
CMM (Ankrum et Karp, 2010), probablemente por la baja supervivencia asociada a las
células madre. Clasicamente, se ha descrito que las CMM pueden, al menos
temporalmente, evadir el rechazo inmune cuando se trasplantan alogénicamente. Pero,
cada vez mas estudios describen reacciones incompatibles entre las CMM administradas
sistémicamente y la sangre de los receptores (Moll et al, 2012). Estos estudios sugieren
que las reacciones por incompatibilidad iniciadas por las CMM después de la infusién
intravenosa tienen un efecto negativo en la eficacia de la terapia celular. Actualmente,
se conoce muy poco de la interaccién plaqueta-CMM vy del papel de las plaquetas en el
papel inmunomodulador, la adherencia e el injerto de las CMM. Algunos estudios
sugieren que, tras la infusion intravenosa de las CMM, las plaquetas pueden adherirse a
las CMM vy tener un papel en su reclutamiento e injerto en el sitio de la lesion (Teo et al,
2015). Por lo tanto, el estudio de la interaccion plagueta-CMM podria ser un enfoque
alternativo para mejorar la eficacia de la terapia celular.
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1. OBJETIVOS

HIPOTESIS:
Las células madre derivadas mesenquimales de liquido amnidtico (CMM-LA)

modifican la funcion plaquetaria, independientemente de su efecto sobre la hemostasia

secundaria.

OBJETIVO PRINCIPAL.:

Evaluar in vitro, el efecto directo de las CMM-LA sobre la funcion plaquetaria.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Aislar, cultivar y caracterizar CMM-LA obtenidas de partos a término.
2. Analizar el efecto de las CMM-LA sobre la agregacion, adhesion y activacién

plaquetaria.
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IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1. CULTIVOS CELULARES

En Anexo 2 se describen de forma detallada los medios de cultivo, reactivos y equipos

utilizados.
IV.1.1. Obtencion de la muestra de liquido amniético

Las muestras de liquido amnidtico (LA) se obtuvieron a partir de 10 cesareas
programadas de embarazos a término (semana 37-40) de madres sanas, con edades
comprendidas entre 20 y 40 afios. Las cesareas fueron realizadas por el Servicio de
Ginecologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) de
Murcia. Siguiendo la legislacion vigente, Titulo 11 de la Ley 14/2007 de Investigacion
Biomeédica, el LA fue obtenido tras la firma del Consentimiento Informado por parte de
las donantes (Anexo 3) y previa autorizacion del estudio por el Comité de Bioética del
HCUVA (CEIC, Anexo 4), cumpliendo con el titulo V de la Ley anteriormente citada.

La extraccion del LA, se realizé mediante puncion tras el corte de la pared uterina, justo
antes de la ruptura del saco gestacional. Bajo condiciones de asepsia, el ginecélogo
extrajo el LA en una jeringa de 20 mL y la deposit6 en un tubo Falcon de 50 mL para su
posterior procesamiento. Las muestras de LA se transportaron al Instituto Murciano de
Investigacion Biomédica Virgen de la Arrixaca (IMIB-Arrixaca), donde fueron

procesadas (30-60 minutos tras la extraccién) en el laboratorio de cultivos celulares.
IV.1.2. Aislamiento y cultivo de CM derivadas de LA

Las células madre mesenquimales de liquido amniético (CMM-LA), se aislaron y
cultivaron a partir de las muestras de LA. En primer lugar, se valoro la calidad y el
aspecto de la muestra obtenida de LA, comprobando su color y transparencia. Aquellas
muestras rojizas o con coagulos fueron desechadas. Para eliminar los restos de

hematies, se realizé previamente al aislamiento de CMM, una lisis celular mediante un
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fenémeno de 6smosis (plasmolisis) que permite la ruptura de las paredes de los

hematies por diferencia de concentraciones. Posteriormente se sembraron las células en

frascos de cultivo y tras 3-4 pases se obtuvo una poblacion homogénea de células madre

mesenquimales (CMM). Todo el procedimiento se realizd en una Cabina de Flujo

Laminar tipo Il, en el laboratorio de cultivos celulares del Instituto de Investigacion

Biomédica.

Procedimiento:

1.

Se mezclan 5 mL de la muestra de LA con 25 mL de agua bidestilada estéril y
se centrifugan 10 minutos a 500 g a temperatura ambiente (25 °C).

Se elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento celular (pellet) en
tampon fosfato salino (PBS, del inglés phosphate buffered saline)
suplementado con 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL/Estreptomicina. Se
centrifuga a 500g durante 10 minutos, obteniendo finalmente el pellet celular,
que se resuspende con un medio de cultivo especifico para cultivo primario de
células de LA (Amniomed Plus), sembrandolo en un frasco de 25 cm?. Los
cultivos se mantienen a 37 °C, 5 % CO2 y humedad relativa del 95 %.

El seguimiento del cultivo se realiza mediante un microscopio 6ptico equipado
con contraste de fases y una camara digital. Cada 48-72 horas se realiza un
cambio de medio con resiembra del sobrenadante centrifugado. Consideramos
a este cultivo como pase 0.

Entorno al dia 15 comienzan a aparecer las primeras colonias, momento en el
cual se realiza un pase. Tras lavar con PBS, se despegan las células con una
solucion enzimatica de tripsina-EDTA (ampliado en apartado 1.3 de material
y métodos) y se siembran en un frasco de cultivo de 25 cm? en medio DMEM
(del inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium) bajo en glucosa
suplementado con 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina, 2
mM de glutamina y 15 % de suero bovino fetal (SBF). Llamamos a este
medio, “medio DMEM completo”. Consideramos a este cultivo como pase 1.
Aproximadamente, se obtienen 1x10° de células/frasco de 25 cm? en pase 1.
Cuando el cultivo alcanza la confluencia del 80-90% se realiza un nuevo pase
(pase 2) y asi sucesivamente hasta alcanzar el nimero de células adecuado

para los experimentos. En general se utilizaran las CMM-LA en pase 4-6.
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1V.1.3. Mantenimiento de cultivo, pase y tripsinizacion

Cuando las células han alcanzado alrededor del 80-90 % de confluencia, es necesario
realizar un pase. Es decir, pasar las células a un nuevo frasco reduciendo la densidad

celular para que puedan continuar replicandose.

Procedimiento:

1. Descartamos el sobrenadante del frasco de cultivo, lavamos 3 veces con 5 mL
PBS, y afiadimos 2 mL de tripsina-EDTA (0,25 %), dejando incubar durante 3
minutos a 37 °C, para facilitar el desprendimiento de las células del frasco de
cultivo. Este proceso se conoce como “tripsinizacion”. Una vez transcurridos
los 3 minutos, observamos al microscopio que las células se han despegado,
por lo que se procede a inactivar la tripsina con 6 mL de medio de cultivo
suplementado con SBF al 10 %.

2. La mezcla es transferida a tubos Falcon de 50 mL y centrifugada a 500 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se aspird el sobrenadante y el
pellet fue resuspendido en 1 mL de DMEN bajo en glucosa para poder realizar
el contaje celular en cdmara de Neubauer con el colorante vital azul tripan.

3. Finalmente se siembra en nuevos frascos de cultivo (dilucion 1:2) y se incuba a
37 °C, 5 % de CO2 y una humedad relativa del 95 %.

IV.1.4. Recuento y viabilidad celular

El recuento celular se realiza en camara de Neubauer, también conocida como
hemocitdmetro. EI modo de recuento, consiste en mezclar una proporcion 1:1 de
suspension celular con azul de tripan. El azul de tripan es un colorante azoico que no
atraviesa la membrana de las células vivas, observandose éstas como células
transparentes y birrefringentes, pero si atraviesa la membrana de las células muertas,

tiféndolas de color azul.
El hemocitémetro tiene dos camaras de recuento. La muestra (suspension de células) se

aplica en el borde del cubre y entra por capilaridad al espacio entre porta y cubre,

Ilenando una de las cAmaras. La altura de dicho espacio en una camara de Neubauer es
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de 0,1 mm. Hay reticulas trazadas en cada cAmara de recuento que la dividen en 9 zonas
cuadradas, de 1 mm de lado cada una. Si se cuentan las células en los 4 cuadros de las
esquinas, el volumen correspondiente es de 4 x (1 mm x 1 mm x 0,1 mm) =4 x 0,1

mm® =4 x 10 mL.

Entonces se puede calcular la concentracion de células como:
NO células / (4 x 1074 mL) = N/4 x 10* células/mL;

Siendo N = n° total de células contadas en las 4 zonas

Calculamos el nimero de células vivas de la muestra, contando el niimero de células no
azules y aplicando la siguiente férmula:
N° células/mL = N/4 x 10* x factor de dilucién

Siendo el factor de dilucién = 2, en el caso del azul tripan.

IV.1.5. Capacidad multipotencial de las CM derivadas de LA: estudios

de diferenciacion in vitro

Como se explicé en el apartado de la introduccion, las CMM se definen en base a los
criterios propuestos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, del inglés
International Society on Thrombosis and Haemostasis). Uno de ellos es la capacidad de
diferenciarse in vitro a diferentes lineas celulares de la capa germinal cuando se
encuentran en las condiciones de cultivo adecuadas. En el caso de las CMM, se estudia
la diferenciacion a tres tipos celulares de la capa mesodérmica (osteoblastos, adipocitos

y condrocitos).

Para ello, las CMM-LA fueron sembradas en pase 3, a una densidad de 10.000
células/cm? en placas de cultivo celular de 24 pocillos. Posteriormente se incubaron a 37
°C, 5 % de CO2 y humedad del 95 %. En los tres procedimientos de diferenciacion, se
realizd el experimento por duplicado y utilizando los medios especificos requeridos para
cada una de ellas, de la casa comercial PromoCell. Como control negativo se utilizaron
células cultivadas en medio DMEM “completo (DMEN bajo en glucosa con
antibidtico y SBF).
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IV.1.5.1. Diferenciacion Adipogénica:

Para probar su capacidad de diferenciacién en adipocitos, cuando las CMM-LA
alcanzaron el 100 % de confluencia, el medio de cultivo fue reemplazado por un medio
especifico de diferenciacion adipogénica. El control negativo se mantuvo en medio
DMEM *““completo”. ElI medio de cultivo fue reemplazado cada 2-3 dias por medio
nuevo, hasta el séptimo dia, momento en que se empezaron a observar pequefias
vacuolas citoplasmaticas cargadas de lipidos. Para probar la diferenciacion adipogénica,
las células se tifieron con Oil Red O.

Tincién con el colorante Oil Red O: Partiendo de una solucion stock de Oil Red O en

isopropanol al 0,5 %, se prepar6é una solucién a una concentracion del 0,3 % en agua
destilada. Se retir6 el medio de cultivo en todos los pocillos y se lavaron con PBS para
posteriormente fijar las células con formaldehido al 4 % durante 10 minutos a
temperatura ambiente y con agitacion. Tras la fijacion, las células se lavaron durante 5
minutos, 3 veces con agua destilada para eliminar el exceso de fijador y posteriormente
se afiadieron 2 mL de solucion Oil Red O, para tefiir las vacuolas de los lipidos de color
rojo. Tras 20 minutos a temperatura ambiente y manteniendo una agitacion débil, las

células se lavaron con agua destilada y se observé al microscopio optico invertido.

IV.1.5.2. Diferenciacion Osteogénica:

Para estudiar la capacidad de diferenciacion de las CMM-LA a osteoblastos, tras
obtener una confluencia del 70%, se afadid a los pocillos, el medio de cultivo
especifico para inducir la diferenciacion osteogénica. El suplemento que se afiade al
medio DMEM contiene ascorbato-fosfato, B-glicerolfosfato y la proteina recombinante
BMP-2. El control negativo se mantuvo en medio DMEM ““‘completo’ sin suplemento
osteogénico. Cada 2-3 dias, y durante un periodo de 17 dias se cambio el medio de

cultivo.

Para probar la capacidad de diferenciacion osteogénica se utilizaron 2 técnicas:

a) Tincion de los depdsitos de calcio con el colorante Alizarin Red: Para la

deteccion de los depositos de calcio formados durante la diferenciacion
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osteogeénica, tras retirar el medio de cultivo pasados los 17 dias y lavar con PBS,
las células fueron fijadas con metanol a -20 °C durante 5 minutos, retirando a
continuacion el exceso del fijador con varios lavados de agua destilada. La
solucion de Alizarin Red, en concentracion 28 mg/mL, fue incubada durante 30
minutos a temperatura ambiente y manteniendo una agitacion constante. Tras
retirar el exceso de colorante, con agua destilada, se observd al microscopio

Optico invertido.

b) Deteccion de la actividad de la fosfatasa alcalina: Tras fijar con metanol a -20

°C y realizar los correspondientes lavados con agua destilada, las células fueron
incubadas con el substrato BCIP/NBT  (5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato/nitroazul de tetrazolio), durante 10 minutos a temperatura ambiente. A

continuacidn, se observé en el microscopio éptico invertido.

IVV.1.5.3. Diferenciacion Condrogénica:

Para observar la capacidad de diferenciacion de las CMM-LA a condrocitos, tras
alcanzar una confluencia del 90 %, se afiadié a dos de los pocillos el medio de cultivo
DMEM *“completo” estandar para las muestras de control y al resto de pocillos el medio
de cultivo especifico para la diferenciacion condrogénica. Se cambi6é el medio de
cultivo cada 2-3 dias, hasta el dia 17, momento en el que se observd un cambio en la
morfologia de las células, y se realizd la tincion Azul alcidn. Posteriormente se

observaron las células al microscopio optico.

IV.1.6. Caracterizacion fenotipica de las CM derivadas del LA

La caracterizacion fenotipica de las CMM, es la deteccion de proteinas especificas de
superficie. Para confirmar la identidad de celulas madre mesenquimal de las células
estudiadas y siguiendo los criterios establecidos por la ISCT para las CMM, por
citometria de flujo se estudiaron los marcadores mesengquimales (CD90, CD73 y
CD105), que deben estar presentes en las CMM vy los marcadores hematopoyéticos
(CD45 y CD34) que deben estar ausentes en las CMM. A continuacion, se detallan los
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anticuerpos usados para la caracterizacion fenotipica mesenquimal de las CMM-LA.
Marcadores mesenguimales:

v" CD90 (mouse anti-human)-FITC

v' CD105 (mouse anti-human)-APC

v' CD73 (mouse anti-human)-PE

Marcadores hematopoyéticos:
v' CD45 (mouse anti-human)-FITC
v' CD34 (mouse anti human)-APC

Ademas, se estudio se mediante citometria la presencia de factores de la coagulacién
como el factor VIII (FVIII), el factor de von Willebrand (VWF) y el factor tisular (FT,
CD142). Por ultimo, se ha estudiado la presencia en la superficie de las CMM-LA de
podoplanina, una glicoproteina que recientemente se ha relacionado con la interaccion
plaqueta-CMM. A continuacion, se detallan los anticuerpos usados para la deteccion de

estos marcadores.

Marcadores factores coagulacion:
v Factor Tisular (FT) (mouse anti-human)-FITC
v Factor VIII (FVII) (sheep anti-human)-FITC
v Factor von Willebrand (FvW) (mouse anti-human)-Alexa350

Procedimiento:

1. Despegamos las células del frasco de cultivo mediante el método de
tripsinizacion descrito previamente y resuspendemos 1x10° células/ 500 pL de
PBS al 1 % SBF.

2. Marcamos 100 pL de la suspension celular con los anticuerpos especificos para
las CMM-LA, como se detalla en la Tabla 1.

3. Incubamos 15 minutos a temperatura ambiente y posteriormente lavamos con
PBS.

4. Centrifugamos 5 minutos a 500 g y decantamos el sobrenadante.

5. Afiadimos 400 pl de PBS y procedemos a su deteccion en el citometro de flujo.
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Tabla 1. Anticuerpos usados para el estudio fenotipico de las CMM-LA. Se especifica el

fluorocromo y la dilucién utilizada para cada anticuerpo y el fluorocromo de cada

anticuerpo.
3 VOLUMEN

ANTICUERPOS FLUOROCROMO DILUCION Ab (uL)
Blanco = -— e
CD90 FITC [1/10] 5
CD105 APC [1/10] 5
CD73 PE [1/10] 5
CD45 FITC [1/10] 5
CD34 APC [1/10] 5
FT FITC [1/10] 5
FVIII FITC [1/10] 5
Podoplanina APC [1/10] 5

FITC: Fluorescein isothiocyanate; APC: allophycocyanin; PE: Phycoerythrin

IV.1.7. Analisis de la expresion de RNAmM mediante PCR cualitativa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), fue desarrollada en 1980 por Kary
Mullis, suponiendo un antes y un después en la biologia molecular. Se trata de una
reaccién enzimatica in vitro que amplifica secuencias especificas de acido
desoxirribonucleico (ADN) de manera especifica. De manera que partiendo de una
copia se pueden generar miles de millones de copias. Los elementos claves para llevar a
cabo la reaccion son el sustrato: ADN o ADN-complementario, producto del RNA
mensajero, la enzima: DNA polimerasa, los primers, los desoxirribonucledtidos

trifosfato (ANTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el idn magnesio, buffer y agua.

Se trata de una reaccion compuesta por 3 etapas:

e Desnaturalizacion: en esta primera fase, se separan las hebras de ADN
llevandolas a una temperatura de 95 °C durante aproximadamente 20-30
segundos (dependiendo del contenido de bases).

e Hibridacion: en esta fase, los primers se incorporan en el extremo 3’ a una

temperatura de 50-60 °C, quedando lista la secuencia de ADN para ser copiada.
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e Extension: el dltimo paso requiere de la Taq polimerasa, se encarga de crear la
hebra complementaria de ADN afadiendo los nucledtidos correspondientes. En
esta fase se mantiene una temperatura constante de 72 °C.

Estos tres pasos se repiten 25-35 veces, con una duracion variable en funcién de la
longitud de la region de ADN que se quiere copiar. Finalmente, los amplicones seran
visualizados por electroforesis en gel de agarosa expuesto a luz ultravioleta (UV). Esta
técnica, genera una corriente eléctrica que separa los acidos nucleicos en funcion de su

carga y tamafio (Tamay de Dios L, 2013).

Procedimiento:
1. Obtencion del RNA. Se utilizo el Kit de extraccion de RNA de Sigma, en el

cual se realizan los siguientes pasos:

a) Partiendo de 2-3 x 10° de células, se despegan con tripsina y se centrifugan
a 500 g durante 5 minutos. Se lavan con PBS y centrifugan a 500 g durante
5 minutos.

b) Se anaden 350 uL de buffer de lisis (RLT) y se agitan con ayuda de un
vortex. Se anade 250 pL de etanol al 70 % y se transfiere el contenido de
la muestra a una columna RNeasy Mini spin column ubicada en un tubo de
2 mL. Se centrifuga 15 segundos a 8000 g.

) Se afiaden 500 pL de buffer de lavado (RPE) y se centrifuga 15 segundos,
8000 g.

d) Se anaden 500 pL de buffer RPE y se centrifuga 2 minutos a 8000 g.

e) Trasladamos la columna RNeasy Mini spin column en un tubo nuevo de
1,5 mL y se afiade 30 puL de agua libre de RNasa. Centrifugar 1 minuto a
8000 g, obteniendo finalmente el RNA.

2. Cuantificacién del RNA: Para la cuantificacion de las muestras de RNA se

utilizo un espectrofotémetro para micromuestras (Nano Drop). Una vez medida
la concentracion (ng/uL) por el equipo, hacemos el célculo para obtener 1 ug

de RNA 'y asi realizar el siguiente protocolo.
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3. Transcripcién inversa del RNA: obtencién de cDNA: se utilizé el kit de

BioRad “iScrip cDNA Synthesis”, en el cual se realizan los siguientes pasos:

a) En un eppendorf con 1 pg de RNA, se afiade (hasta un volumen total de
20 upL), los siguientes reactivos: 4 ul master mix; 1 plL transcriptasa
reversa; (variable) puL nucleasa libre de agua; (variable) uL de RNA.

b) A continuacion, se incuba la muestra en el termociclador: 5 minutos a 25
°C, 30 minutos a 42 °C, 5 minutos a 85 °C, finalmente mantener a 4 °C hasta

el siguiente paso.

4. Realizacion de la mezcla del cDNA con los reactivos, para realizar la PCR

cualitativa: Para preparar el “mix” se mezclan los siguientes reactivos:
- 5 uL Buffer (10X)
- 2,5 uL MgCl; (10 mM)
- 2 puL dNTPs
- 2 pL Primers (F+R)
- 0,5 uL polimerasa
- 12 pL H,0
- 12 uL cDNA

5. Incubacion en el termociclador: se siguen los siguientes pasos:
a) 94 °C durante 4 minutos
b) 94 °C durante 1 minuto
c) 58 °C durante 1 minuto
d) 72°C durante 1 minuto
e) 72 °C durante 10 minutos

f) pasos b, ¢y d se repiten 40 ciclos.

6. Revelado: se prepara el gel de agarosa al 1,5 % en buffer TBE 1x, se carga con
el producto de PCR y se revela. Para la preparacion del gel de agarosa, se
siguen los siguientes pasos:

a) Afadir 100 uL de tampon TBE al 1 % a 1,5 gramos de agarosa.
b) Calentar hasta que se disuelva.

c) Dejar enfriar hasta alcanzar los 60 °C.

d) Anadir Red Safe (5 puL por cada 100 mL).
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e) Verter el contenido del gel en una cubeta de electroforesis y dejar
enfriar hasta solidificar. Una vez solidificado el gel rellenar con tampon
de electroforesis.

f) Realizar la electroforesis a 120 voltios durante 40 minutos.

g) Unavez completada la electroforesis, revelar el gel bajo la luz UV.

IVV.1.8. Inmunofluorescencia: deteccion del FVIIy vVWF

La inmunofluorescencia es una técnica de inmunomarcacion, basada en la capacidad

que tienen los anticuerpos de unirse especificamente a una determinada molécula. En

este caso, el anticuerpo lleva unido quimicamente una sustancia fluorescente llamada

fluorcromo que al ser excitado a una determinada longitud de onda, emite una sefial que

sera detectada por un microscopio de fluorescencia.

Procedimiento:

1.
2.

Se las células se lavan dos veces con PBS durante 5 minutos.

Se fijan con paraformaldehido (PFA) al 4 % durante 20 minutos/ T? ambiente.
Posteriormente se lava con PBS 15 minutos y luego 3 lavados de 5 minutos.

Se permeabiliza y bloquea durante 45 minutos con triton 0,3 %, SBF 10 %, BSA
0.3 % en PBS.

Afadimos el anticuerpo primario (300ul): Para el FVIII y para el VWF en la
solucion: PBS con SBF 1 %, BSA 0.3 % vy triton 0.1 %. Lo dejamos toda la
noche a4 °C.

Al dia siguiente, quitamos el anticuerpo, con lavados de PBS con SBF 1%, BSA
0.3 %y triton al 0.1 % (3-6 lavados/ 5 minutos).

Anadimos el anticuerpo secundario (300ul) conjugado con fluoréforo especifico:
anti-mouse Rhodamina para el VWF y un anti-mouse Alexa 488 para el FVIII (a
una dilucion 1:200 en PBS, SBF y triton 0.1 %, por 1 hora/ T Ambiente.
Retiramos el anticuerpo y hacemos 3-6 lavados/ 5 minutos con PBS y SBF 1%.
Marcamos con Dapi (a una dilucion 1:10) en PBS, incubar 2 minutos a 4 °C.
Lavamos 3 veces con PBS.

Montamos con “moviol” en un porta-objetos y se dejando secar 1-2 horas, para

luego observar en el microscopio 6ptico de fluorescencia.
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IV.2. ENSAYOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO
DE LA FUNCION PLAQUETARIA

IV.2.1. Muestra de sangre

Las muestras de sangre fueron extraidas mediante venopuncion antecubital, en

voluntarios sanos, tras la firma del Consentimiento Informado (Anexo ).

Los voluntarios cumplieron los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

e Personas con edad comprendida entre 29-55 afios.

e Con hemograma normal: hemoglobina > 12 g/dL en mujeres y 13 g/dL
en hombres. Recuento plaquetario entre 150.000 y 400.000/mm?,
recuento leucocitario entre 6.000 y 11.000/mm?).

Criterios de exclusion:

e Personas con patologia conocida.

Todas las personas que participaron en el estudio, recibieron las siguientes

recomendaciones:

Al menos 24 horas sin haber realizado ejercicio fisico.

No fumar, ni beber café una hora antes de realizar la extraccion sanguinea.

No haber tomado anti-inflamatorios no esteroideos (AINES), al menos 15 dias
antes de la extraccion sanguinea.

AINES: Aspirina (&cido acetilsalicilico), celebrex (celecoxib), neobrufen
(ibuprofeno), naproxeno, voltarén (diclofenaco), toradol (ketorolaco),
indometacina, salicilatos.

No haber tomado paracetamol, al menos 48 horas antes de la extraccion.
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La muestra fue extraida siempre por enfermeras expertas, con aguja del n® 21 y sin el
uso del compresor o torniquete, todo ello para minimizar la estimulacion plaquetaria.
Los primeros mililitros (2,5 ml) se usaban para las determinaciones necesarias del
proyecto que no fuesen el estudio directo de funcionalidad plaquetaria, como por
ejemplo la realizacion del hemograma (Recomendaciones de la International Society on

Thrombosis and Haemostasis/ISTH).

En todo momento es necesario procesar la muestra con cuidado para evitar la activacion
plaquetaria por la propia manipulacion. Por ello, tras la extraccion se deja reposar la
sangre 15 minutos para su estabilizacién. Ademas, los estudios de funcion y activacion
plaquetaria se deben hacer lo mas rapidamente posible después de la extraccion de la

sangre (no se debe exceder las 3 horas).

En algunos experimentos en los que no se puede procesar inmediatamente la muestra, se
fija la suspension diluida con 1 ml de paraformaldehido al 2 % en PBS y se mantiene a
4-8 °C durante 24-48 horas. Esto permite el estudio de la expresion de marcadores de
activacion plaquetaria en respuesta a un agonista plaquetario, ya que las plaquetas de las
muestras fijadas pueden marcarse con anticuerpos monoclonales para su estudio

mediante citometria de flujo.

Segun la técnica utilizada, se mezcla la sangre extraida con diferentes anticoagulantes:

EDTA, citrato sodico o hirudina.

- 3 mL de sangre en tubo con EDTA (0,342 mol/L) (los primeros mL de la
extraccion) para realizacion del recuento plaquetar (hemograma) mediante el

analizador hematoldgico Cell tax (Nihon Kohden).

- 3 mL de sangre en tubo citrato al 3,2 %, para estudio plaquetar mediante sistema
PFA-100 System Siemens, donde se mide el tiempo de obturacion al adicionar
800 pL de sangre del paciente en cada uno de los 2 pocillos donde se encuentra
el kit del agonista (COL/EPI 'y COL/ADP).

- 3 mL de sangre con citrato al 3,2 %, para el estudio de la hemostasia secundaria

mediante el sistema ACL TOP 700 (Instrumentation Laboratory).
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3 mL en tubo con hirudina (15 pg/mL) y 3 mL en tubo citrato al 3,2 % para
estudio plaquetar (en sangre entera) por impedancia mediante el Sistema
Multiplate Analyzer Roche, utilizando 20 pL de concentraciones crecientes de
CMM-LA o diferentes agonistas (ADP, TRAP) en 300 uL sangre.

3 mL de sangre en tubo citrato al 3,13 %, para el estudio de la agregacion,

activacion plaquetaria (expresion de P-selectina) y calcio citosélico mediante

citometria de flujo con el sistema FACSCanto o Accuri C6 (ambos de BD

Biosciences).

1VV.2.2. Parametros analizados.

Para el estudio de la funcidn plaquetaria, se midieron las siguientes variables:

Contaje plaquetar (n° plaquetas/uL), mediante hemograma en sangre
anticoagulada con EDTA.

Tiempo de obturacion (s), mediante PFA-100. Medida global de la adhesion,
activacion y agregacion plaquetaria en respuesta a agonistas, en sangre entera
anticoagulada con citrato sédico. Esta prueba se equipara al tiempo de sangria.
Agregacion plaquetaria, estimada como:

e Disminucién del n° de plaquetas en respuesta a CMM-LA 0 agonistas
(%), mediante citometria de flujo en sangre entera anticoagulada con
citrato sddico.

e Cambios en impedancia en respuesta a CMM-LA o agonistas (AUC o
area bajo la curva, velocidad de agregacion o agregacién maxima),
mediante agregémetro Multiplate en sangre entera anticoagulada con
citrato sodico o hirudina.

Expresion de P-selectina en respuesta a CMM-LA o agonistas (IF, intensidad
de fluorescencia), mediante citometria de flujo en sangre entera anticoagulada
con citrato sodico.

Niveles de Ca?* citoplasmatico (IF), mediante citometria de flujo en sangre
entera anticoagulada con citrato sodico o hirudina y diluida 1/100 en tampdn

Tyrode modificado.
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V.2.3. Adhesion y agregacion plaquetaria por PFA-100

En 1985, Kratzer y colaboradores, desarrollaron una nueva forma de evaluar la
hemostasia primaria, mediante un sistema que simula la hemostasia primaria in vitro,
conocido bajo las siglas PFA-100 (Analizador de la Funcion plaquetaria) (Figura 9).
Este analizador, con obtencion de resultados en 10 minutos, consta de un instrumento
informatico (microprocesador y software) y estuche de reactivos, con dos variedades:
colageno/epinefrina o coldgeno/ADP. Los cartuchos son desechables, de uso Unico y
constan de tres piezas: un capilar, un reservorio para la muestra y una membrana con
actividad bioguimica que presenta una abertura central. La muestra requerida, sangre
anticoagulada con citrato de sodio al 3,2 %, sera aspirada a través del capilar, entrando
en contacto con la membrana bioquimica del cartucho, la cual estd revestida bien de
colageno/epinefrina o colageno/ADP, agonistas plaquetarios que producen adhesion,
activacion y agregacion plaquetaria. Una vez en la cubeta, la sangre completa citratada,
es aspirada (se somete a un alto estrés) a través de un capilar que finaliza en una
membrana revestida de coléageno, en la cual hay una apertura microscépica de 147 um,
que se rellena con ADP o epinefrina. Un trombo rico en plaquetas rellena este orificio,
debido al estrés y los agonistas. El tiempo que necesitan las plaquetas para ocluir este
orificio se define como Tiempo de Obturacion (TO), que representa una medida de la
hemostasia global relacionada con las plaquetas (Martinez-Arias, 2015; Campuzano-
Maya, 2013).

Mediante el sistema PFA-100 se procesaron muestras anticoaguladas con citrato sddico

y se determiné el tiempo de obturacion (TO) en condiciones basales y tras la incubacion
con CMM-LA (150.000 y 300.000 células/mL de sangre) durante 15 minutos y a 37 °C.
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Figura 9. Analizador PFA-100.

Procedimiento:

1. Se obtiene la muestra de sangre en un tubo BD Vacutainer® con citrato sodico
3,2 %. Una vez obtenida la sangre se deja reposar 15-30 minutos a
temperatura ambiente.

2. Se mezcla la sangre invirtiendo suavemente el tubo de extraccion (3-4 veces).

3. Pasados 10 minutos (sin dejar mas de 2 horas), sujetando el soporte con los
cartuchos sobre una superficie plana, se procede al pipeteo de la muestra.

4. El resultado de la prueba se muestra como “tiempo de obturacion” (TO),

expresado en segundos.

IV.2.4. Multiplate: agregacion plaguetaria en sangre entera por

impedancia

En 1980 Cardinal y Flower describieron un ensayo para medir por impedancia eléctrica
la agregacion plaquetaria. Este método consiste en medir la corriente eléctrica entre dos
electrodos de platino colocados en una cubeta a 37 °C, en cuyo interior se encuentra la
muestra de sangre. Al afiadir un agonista, se produce la agregacion de las plaquetas en
la superficie de los electrodos, impidiendo un paso fluido de la corriente eléctrica, lo
cual se traduce en un aumento en la resistencia al flujo de electricidad, que sera
proporcional a la agregacion de las plaquetas (Cérdova et al, 2011). La agregacion por
impedancia se basa en que las plaquetas cuando son activadas exponen receptores que
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permiten la adhesion a los electrodos pre-calibrados. Esta adhesion requiere una plena

activacion de la plaqueta y reproduce los diferentes estados de la activacion plaquetar.

El analizador Multiplate®, encargado de determinar la funcién plaquetaria esta
compuesto por una pantalla con cinco canales, celda de medicion con dos sensores
independientes, cada uno de los cuales incorpora dos filamentos de cobre de alta
conductividad revestidos de plata y un iman encargado de realizar una agitacién
constante, pipeta electronica y diferentes reactivos El aumento de la resistencia al flujo
de electricidad entre los sensores, se registra de manera continua y se expresa mediante
el pardmetro: area bajo la curva AUC (del inglés: area under the curve) expresado en
unidades arbitrarias (UA*min o U; conversion: 1 U = 10 UA*min). Ademas de este
parametro, el analizador Multiplate®, también calcula la maxima agregacion o altura de
la curva (agregacion) expresado en % y la pendiente méxima de la curva (velocidad de
agregacion) expresado en UA/min. (Figura 10).

Figura 10. A) Analizador Multiplate ® (Dynabyte medical). B) Cubeta con

electrodos. C) Agregacion plaquelas en la superficie de los electrodos, tras la

adicion del agonista.
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La agregacion maxima y la velocidad de agregacion, son pardmetros usados
preferentemente en investigacion, mientras que el AUC se presenta como el pardmetro
de mayor relevancia para el propdsito clinico. EI AUC se afecta simultaneamente por la
agregacion maxima y la velocidad, y por ello se asume que expresa mas adecuadamente

el funcionamiento general de la plaqueta.

Cada cubeta dispone de dos electrodos, por lo que se realizan 2 mediciones separadas.
Ambas curvas deben tener un coeficiente de correlacion entre 0,9-1 y una diferencia de
la media de ambas curvas es < 20% para que los resultados sean considerados validos.
En la figura 11 se representa una curva un ejemplo de las curvas de agregacion

obtenidas y de los pardmetros medidos.

sl i & i i i iAggregation
__ """ < """" :'_u" """" :_": """"""""""""
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1. 108 L

Figura 11. Representacion de la agregacion plaquetaria en sangre entera obtenida en el
sistema Multiplate. Se representa velocidad de agregacion (velocity), agregacion
maxima (Aggregation) y rea bajo la curva (AUC).

Procedimiento:
1. Primero se obtiene la muestra de sangre entera, en un Vacutainer ®, con
hirudina recombinante (15 pg/mL) o citrato sddico al 3,2 %. Una vez obtenida
la sangre se deja reposar 15-30 minutos a temperatura ambiente.
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2. A partir de esta muestra, se preparan una serie de tubos, a los que se les
adiciona dosis crecientes de CMM-LA, tal y como se detalla en la tabla 2. Los

tubos se incuban a 37°C durante 30 minutos.

Tabla 2. Esquema de la preparacién de los tubos para el estudio del efecto de dosis

crecientes de CMM-LA sobre una muestra de sangre periférica anticoagulada con hirudina.

CMM-LA

TUBOS SANGRE ENTERA CON HIRUDINA (L) )
1) Control sin células 1000
2) 100,000 CMM-LA 1000 20
3) 30,000 CMM-LA 1000 20
4) 10,000 CMM-LA 1000 20
5) 3,000 CMM-LA 1000 20
6) 1,000 CMM-LA 1000 20

3. A continuacién, se comienza a analizar la muestra en el Multiplate ®, que
previamente se ha encendido para que las medidas puedan realizarse a 37 °C.
Una vez colocadas las cubetas con los imanes en sus orificios, se afiaden los
componentes en el orden y volumen prefijados por el sistema:

1°) 300 pL de solucion salina (NaCl) en zona habilitada de la cubeta del
Multiplate, se precalienta a 37 °C durante 3 minutos. En caso de usar
citrato sddico como anticoagulante el salino contiene 2mM de CaClz, ya
que la agregacion plaquetaria necesita calcio.

2°) 300 pL de sangre entera, se incuba durante 3 minutos y se afiade 20
uL del reactivo ADP (6,5 uM, concentracion final) o TRAP (10 uM,
concentracion final). Las mediciones estan estandarizadas y son faciles

de realizar gracias a los programas de pipeteo automatico.
4. Tras afiadir el agonista, se comienza a registrar los cambios en impedancia desde

la basal (tiempo 0), durante 6 minutos. Visualizaremos las curvas de agregacion

plaquetaria en tiempo real en la pantalla del ordenador.
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La adicion de un agonista estimula la agregacion de las plaquetas en la superficie de los
electrodos, lo que dificulta el flujo de la corriente eléctrica. El aumento en la resistencia

al flujo de electricidad o impedancia es proporcional a la agregacion.

El adenosin difosfato (ADP), es un agonista débil que, desencadena la activacion
plaquetaria a traves de los receptores de ADP de las plaquetas. El péptido activador del
receptor de trombina (TRAP) es un agonista fuerte, que, desencadena la activacion
plaquetaria y estimula la agregacion plaquetaria a través del receptor de trombina PAR-
1.

IV.2.5. Citometria de flujo: agregacion y activacion plaquetaria

IVV.2.5.1. Principio Del Ensayo

La citometria de flujo es una técnica que permite analizar y describir particulas, que se
encuentran en suspension, de manera individual. Se trata de una técnica réapida, que es
capaz de analizar una media de 20.000 celulas por segundo pero que requiere un
equipamiento complejo (Figura 12):
- Fuente de luz: debe ser, monocromaética, coherente, intensa y direccionada.
Generalmente se utiliza un rayo laser.
- Céamara de flujo: con este elemento se consigue el paso individual de particulas.
- Sistema dptico: compuesto por espejos dicroicos, filtros y cristales que iluminan
la muestra.
- Detectores de luz: convierten las sefiales luminosas en impulsos eléctricos que
terminan produciendo una sefial digital.
- Componente informatico: que recoge, almacena y posteriormente analiza los

datos.

El principio béasico de la citometria de flujo es medir los cambios en la dispersion que
producen las particulas tras incidir sobre ellas un haz de luz. Se requiere un flujo
laminar para que los elementos a analizar pasen por delante de la fuente de luz de
manera individual, proceso conocido como enfoque hidrodindmico. Una limitacion

importante, es la escasa fluorescencia que presentan a veces las células, lo cual hace
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necesario el uso de técnicas inmunofluorescentes. Para ello se marcan las células con
anticuerpos combinados con fluorcromos, que van a unirse de forma especifica a los
antigenos. El fluorcromo, al ser excitado por una fuente de luz, emite radiacion a una
longitud de onda caracteristica, lo cual permite su identificacion. Cada fluor6fobo
presenta un espectro de emisién y excitacion Unico. La luz dispersada en angulos
pequefios y de manera frontal nos da informacién acerca del tamafio celular y se
representa en el eje de las abscisas del histograma, bajo las siglas FSC (del inglés:
Forward Scatter Channel). La dispersion ortogonal, lateral y perpendicular al haz de
luz, se relaciona con la complejidad celular, parametro conocido bajo las siglas SSC
(del inglés: Side Scatter Channel), y representado en el eje de las ordenadas. Ademas
del histograma, representacion monoparamétrica, la valoracion de los parametros se
puede realizar mediante graficas diparamétricas conocidas como dot-plot. En el
histograma el eje X representa la intensidad de la fluorescencia y el eje Y el nimero de
células en los que ha sido medida esa intensidad. Por su parte en los graficos dot-plot,
cada célula, se sitia a modo de punto, entre los dos parametros de intensidad de
fluorescencia, (FSC y SCC). Los resultados obtenidos se expresan en porcentaje de
células y en parametros estadisticos como media, mediana y desviacién de la intensidad

de la fluorescencia (Otero & Gonzélez-Navarro, 2013).

Sistema informaético

Fluidica

Lentes y prismas | =]

i B .

Detectores

Figura 12. Esquema ilustrativo de un citometro (biotechspain.com).

63



Material y métodos

IVV.2.5.2. Aplicaciones de la Citometria de Flujo

Las aplicaciones del citdbmetro de flujo son muy variadas, tanto en la préactica clinica
diaria como en el campo de la investigacion. La utilizacién de esta técnica es el gold
standard para determinar moléculas de superficie leucocitaria, un ejemplo clésico es la
diferenciacion de linfocitos T, clave en el diagnéstico y seguimiento de pacientes con
VIH y otras inmunodeficiencias. A nivel hematoldgico esta herramienta resulta
indispensable para diagnosticar y realizar un correcto seguimiento de neoplasias tanto

mieloides como linfoides.

Ademas de marcajes a nivel superficial, existen anticuerpos marcados con fluorcromos
que pueden acceder a nivel intracelular, esta aplicacion resulta importante en
inmunologia para detectar citoquinas y en hematologia para identificar una
tirosinquinasa ZAP-70, presente en pacientes con leucemia linfatica cronica (Otero &
Gonzalez-Navarro, 2014).
En el estudio de plaquetas, la citometria de flujo permite (Michelson, 2013):

- Analizar la actividad de las plaguetas.

- Diagnosticar enfermedades hematoldgicas relacionadas con las plaquetas.

- Monitorizacion de anticoagulantes y antiplaquetarios.

- Monitorizacion de la trombopoyesis.

- Medida de la asociacion entre plaqueta-1gG.

En nuestro estudio utilizamos la citometria de flujo para estudiar la activacion y
agregacion plaguetaria con objeto de eliminar los inconvenientes que presentan los
clasicos ensayos empleados hasta ahora. El citometro de flujo presenta las siguientes
ventajas (Michelson, 2013):
- El andlisis se realiza en su medio habitual, sangre entera.
- La minima manipulacion de las muestras reduce la clasica activacion in vitro
de las plaquetas, evitando la pérdida de las subpoblaciones.
- Se puede determinar tanto el estado de activacion como la reactividad de las
plaquetas circulantes.
- Deteccidén de los cambios que ocurren en la superficie plaquetar durante la

activacion y agregacion.

64



Material y métodos

- Pequefios volimenes de sangre son necesarios (5 pL).

- Estados de trombocitopenia y trombocitosis no afectan en el analisis.

Pero como en toda técnica, encontramos ciertos inconvenientes, como la complejidad
del aparato, su elevado coste y la necesidad de personal entrenado y adecuado.

El fendbmeno de activacion plaquetar se puede observar por citometria de flujo de
diferentes maneras, bien utilizando anticuerpos monoclonales, detectando agregados
leucocito-plaqueta, plagqueta-plaqueta, plagquetas procoagulantes y microparticulas
derivadas de plaquetas y observando la fosforilacion de proteinas intracelulares entre
otros (Michelson, 2013).

Para nuestro estudio, las plaquetas seran marcadas con dos marcadores de superficie de

membrana:

v' GP Illa del complejo GP Ilb/llla (CD61), es un marcador especifico de
glicoproteinas presentes en la membrana plaquetaria. Permite diferenciar la
poblacion plaquetaria, del resto de poblaciones celulares. Se encuentra tanto
en plaquetas en reposo como en plaquetas activadas. El anticuerpo utilizado
para detectar esta glucoproteina es el: anti-human CD61-PerCP.

v La P-selectina (CD62-P), presente en los granulos alfa de las plaguetas, se
expresa en la membrana de los trombocitos cuando estas se activan. El

anticuerpo utilizado en este caso sera el anti-human CD62-ACP.

El MSA (Figura 13) es un sistema que combina el control de temperatura mediante un
termobloque y el control de agitacion (mediante pequefios imanes individuales en cada
tubo). En él se realizan los protocolos de activacion y agregacion plaquetaria en sangre
entera. Las muestras son fijadas inmediatamente después de finalizar el tiempo

predeterminado en el protocolo y analizadas posteriormente en el citometro.
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Figura 13. MSA (Multi Sample Agitator, Universidad de Nottingham).

IVV.2.5.3. Protocolo de agregacion plaquetaria en presencia de CMM-LA

Para el estudio de la agregacion plaquetaria inducida por las CMM-LA, se siguié el
siguiente protocolo:
1. Se obtiene la muestra de sangre en Vacutainers ® con citrato sédico 3,2 %.
Una vez obtenida la sangre se deja reposar 30 minutos a 37 °C.
2. Se preparan 6 tubos de 3 mL en los que se incluye un iman, cuya funcién es
favorecer el fendmeno de agregacion plaquetar, a los que se adicionaron 125 6
135 pL de sangre (segun el disefio experimental especificado en tabla 3) a cada
tubo, en los que se han depositado previamente los reactivos correspondientes,
como se explica en la tabla 3. Los 6 tubos, se incubaron en el Multi Sample
Agitator (MSA) durante 5 minutos, a 37 °C, con agitacion de 1000 rpm.
3. Pasados los 5 minutos, se afiaden 50,2 uL del fijador AGGFixA a los 6 tubos.
Se vuelve a incubar 20 minutos, a temperatura ambiente, para finalmente
afadir otro fijador AGGFixB (225 uL en 25 uL de sangre fijada con
AGGFixA. Estas dos fijaciones, permiten guardar la muestra de manera estable
en el frigorifico a 4 °C, hasta el dia de la lectura en el citometro de flujo,

durante un méximo de 7 dias.
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Tabla 3. Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio de la agregacion plaquetaria en
presencia de CMM-LA.

TUBOS Solucién CMM-LA ADP TRAP
con Agitacion salina Sangre entera (300.000) (150 pM) (150puM)

1) Basal Control 5uL 140 pL - - -
2) Basal + CMM-LA 5uL 130 uL 10 uL - -
3) ADP - 140 uL - 10 uL -
4) ADP + CMM-LA - 130 uL 10 uL 10 uL -
5) TRAP - 140 pL - - 10 uL
6) TRAP + CMM-LA - 130 uL 10 uL - 10 uL

Este proceso, se repite siguiendo los mismos pasos, afiadiendo Heparina (5 U/mL) de
concentracion final como se detalla en la tabla 4.

Tabla 4. Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio de la agregacion plaquetaria en

presencia de CMM-LA + Heparina (5 U/mL, concentracién final).

TUBOS Solucion  Sangre CMM ADP TRAP Heparina

con Agitacion Salina entera  (300.000cell) (150 pM) (150puM) (150 U/mL)
1) Basal Control 5uL 140 pL - - - 5uL
2) Basal+CMM-LA 5uL 130puL 10 pL - - 5uL
3) ADP - 140 uL - 10 pL - 5uL
4) ADP+CMM-LA - 130 pL 10 uL 10 uL - 5uL
5) TRAP - 140 uL - - 10 pL 5uL
6) TRAP+CMM-LA - 130 pL 10 uL - 10 uL 5uL

Al dia siguiente, se procede a su lectura por citometria de flujo. Las muestras guardadas
a 4°C se atemperan y se realiza el marcaje: 5 pL de la sangre fijada y 10 uL de
anticuerpo anti-CD61-PerCP diluido a 1:8 con PBS. Se incuba 30 minutos a 4 °C en
oscuridad, ya que el complejo anticuerpo-fluorocromo es fotosensible. A continuacion,

se afiaden 400 pL de PBS y se realiza la lectura en el citometro de flujo.
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IVV.2.5.4. Protocolo de activacion plaquetaria en presencia de CMM-LA

Para el estudio de la activacion plaquetaria inducida por las CMM-LA, se siguio el
siguiente protocolo:

1. Se obtiene la muestra de sangre en tubos Vacutainer ® con citrato sddico al 3,2

%. Una vez obtenida la sangre se deja reposar 30 minutos a 37 °C.

2. Se preparan 6 tubos de 3 mL a los que se adicionan 125 6 135 uL de sangre
(segun el disefio experimental especificado en tabla 5), cada tubo tiene los
reactivos correspondientes, como se explica en la tabla 5. Los 6 tubos, se
incuban en el Multi Sample Agitator (MSA) durante 5 minutos, a 37 °C, pero

esta vez sin agitacion.

3. Pasados los 5 minutos, se afiaden 250 pL del fijador PamFix en los 6 tubos y se
guardan a 4 °C, para su correcta conservacion hasta el dia de la lectura en el

citdbmetro de flujo, durante un méximo de 7 dias.

Tabla 5. Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio de la activacion plaquetaria en
presencia de CMM-LA.

TUBOS Solucién EDTA CMM ADP TRAP
Sin Agitacion Salina (60 mM) Sangre entera (300.000cell) (300 pM) (300uM)

1) Basal Control 5 uL 10 puL 135 pL - - -
2) Basal + CMM 5uL 10 uL 125 uL 10 uLL - -
3) ADP - 10 pL 135 uL - SuL -
4) ADP + CMM - 10 uL 125 uLL 10 pL S5uL -
5) TRAP - 10 uL 135 uL - = SpuL
6) TRAP + CMM - 10 uL 125 pL 10 uL - 5puL

Este proceso, se repite siguiendo los mismos pasos, afiadiendo Heparina (5 U/mL,
concentracion final) (Tabla 6).
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Tabla 6. Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio de la activacién plaquetaria en

presencia de CMM-LA+Heparina (5 U/mL, concentracion final).

TUBOS
. L Solucién EDTA Sangre CMM ADP TRAP Heparina
Sin Agitacion )
Salina (60 mM) entera  (300.000cell) (300 pM)  (300pM) (150 U/mL)
1) Basal Control 5 uL 10 puL 135 pL - - - S5uL
2) Basal+CMM 5uL 10 uL 125 puL 10 uL - - 5uL
3) ADP = 10 uL 135 pL = 5uL = SuL
4) ADP+CMM - 10 puL 125 pL 10 puL 5uL - 5uL
5) TRAP = 10 uL 135 pLL = = SuL SuL
6)TRAP+CMM - 10 puL 125 uL 10 puL - 5uL 5uL

Al dia siguiente, se procede a su lectura por citometria de flujo. Las muestras guardadas
a 4 °C se atemperan y se realiza el marcaje: 5 puL de la sangre fijada, mas 5 uL de
anticuerpo anti-CD61-PerCP diluido a 1:8 y 5 uL de anticuerpo anti-CD62-ACP diluido
a 1:20. Se incuba 30 min a 4 °C en oscuridad, ya que los complejo anticuerpo-
fluorcromo son fotosensibles. A continuacion, se afiaden 400 uL de PBS y se realiza la
lectura en el citometro de flujo.

La agregacion se determina como la caida en el contaje de plagquetas en la muestra de
sangre comparado con una muestra de sangre que contiene EDTA. Asi, la agregacion se

calcula como un porcentaje de acuerdo a la siguiente férmula:

100 x [contaje EDTA — contaje muestra]
[contaje EDTA]

% Agregacion =

“contaje EDTA”: nimero de eventos plaquetarios presentes en una muestra conteniendo EDTA,;

“contaje muestra”: nimero de eventos plaquetarios en la muestra a estudiar.
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IV.2.6. Citometria de flujo: analisis del calcio citosolico en sangre

completa y a tiempo real

La determinacion de los cambios en la concentracion de Ca?* citosdlico, se ha realizado
mediante la utilizacion de la sonda fluorescente Fluo-4 AM. Para ello, se utiliza una
muestra de sangre entera anticoagulada con citrato sddico y diluida 1/10 con solucion
Tyrode modificada con (NaCl 137 mM; KCI 2,8 mM; Cl2Mg 1 mM; COsHNa 12 mM;
POsHNa 0,4 mM; D-Glucosa 5,5 mM; BSA 3,5 %; tampdn hepes 25 mM). La sangre
diluida se carga con la sonda de Fluo-4 AM (2 mM), a T@ ambiente, 15 minutos y las
plaguetas se marcan con un anticuerpo fluorescente especifico anti-CD61.
Posteriormente, la sangre se vuelve a diluir 1/10 en solucién Tyrode modificada, se
reparten alicuotas de 1 mL en tubos de polipropileno. Los experimentos se realizan en
tiempo real, a 37 °C y con agitacion (300 rpm), mediante la combinacion de un
termobloque con agitacion magnética y un citometro de flujo Accuri C6 no presurizado,

que aspira la muestra mediante una bomba peristéltica.

Procedimiento:

1. Para la determinacion de la liberacion intracelular de Ca?*, la sangre entera
estabilizada se diluye previamente 1:10 en solucién Tyrode modificado y se
marca con anti-CD61 humano conjugado con PerCP y con la sonda sensible a
calcio Fluo-4AM (1 uM) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Antes
del analisis por citometria de flujo, se diluyen alicuotas de cada suspension de
sangre 1:10 en tampdn salino Tyrode hasta 1 ml.

2. Cada muestra se calienta previamente a 37 °C durante 3 minutos y se coloca en
el citbmetro y a continuacidn se comienza el registro de los eventos. Se registra
los dos parametros de dispersion, FSC (tamafio) y SSC (granularidad) y dos
fluorescencias, una en el canal FL1 (para el Fluo-4 AM) y otra en el canal FL3
(para el CD61-PerCP).

3. Posteriormente, tras medir la intensidad de fluorescencia basal, se afiaden los
reactivos y/o CMM-LA (300.000 células/mL) y se registran los cambios a lo

largo del tiempo
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4. El iondforo ionomicina se utilizd como control positivo para la movilizacion de
Ca?*. Posteriormente, los valores medios de intensidad de fluorescencia se

analizaron con el software de andlisis del propio citometro.

Los pasos a seguir fueron los siguientes:

1. Marcar 15 pl de sangre entera anticoagulada con citrato y estabilizada 30 min a
37 °C, diluida 1:10 en tampén Tyrode modificado con 7 ul de anti-CD61-
PerCP. Incubar 15 min a T2 ambiente y oscuridad.

2. Tomar una parte de la sangre marcada con CD61 y diluirla 1/10 en Tyrode
modificado con Fluo-4 AM (1 pM) concentracion final. Incubar 15 min a T2
ambiente y oscuridad.

3. Preparar 7 tubos por experimento (Tubo 1-Control basal sin marcar; Tubo 2-
CD61; Tubo 3- Fluo 4AM; Tubo 4, 5, 6, 7- CD61+Fluo 4AM)

4. Precalentar el tubo a 37 °C 3 minutos, colocarlo en el termoblogue con
agitacion y comenzar a adquirir eventos. Afadir los reactivos en los tiempos
adecuados, mediante una punta de pipeta sin parar la adquisicion de eventos.

e Alos 60 segundos afiadir nada, EDTA o CaCl..
e Alos 120 segundos afiadir CMM-LA (300.000 células/mL).

e Alos 7 minutos afiadir ionomicina (5 pM).

IV.3. ANALISIS ESTADISTICO

En este trabajo, los resultados se expresan como media + desviacion estandar. El
software utilizado para el procesamiento de datos y realizacion de graficas es GraphPad
Prism 5y las comparaciones entre variables se realizan con la distribucion t de Student,

considerandose estadisticamente significativo un p-valor <0,05.
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Resultados

V. RESULTADOS

V.1. CARACTERIZACION DE LAS CMM-LA

V/.1.1. Cultivo de CM derivadas del LA:

Se procesaron un total de 14 muestras de liquido amniodtico (LA) de cesareas
programadas, todas en la semana 38 y 39 del embarazo. Tras la siembra del LA, se
encontraron células aisladas y con morfologia variable, que fueron proliferando
progresivamente, hasta que sobre el dia 15 se observaron las primeras colonias (Figura
14). En torno al dia 30, las células alcanzaron la confluencia. Un 20 % del total de

liquidos procesados no mostraron crecimiento alguno, por lo que se desecharon.

7dias 10 - 12 dias 13 - 15dias

Figura 14. Células en cultivo obtenidas de LA, en pase 0, a los 7, 10-12 y 13-15 dias tras

su siembra.

Tras alcanzarse la confluencia en pase 0, se obtuvieron aproximadamente 0,5-4,0 x 108
células/frasco de 25 mm?, con una viabilidad media del 88 % (85-90 %). En los pases
sucesivos se sembraron a una densidad de 10.000 células/mm? y tras 3-4 subcultivos
(pases), se obtuvo un cultivo homogéneo de células con morfologia alargada (Figura
15).
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Figura 15. Células en cultivo derivadas de LA en pase 3-4.

V.1.2. Capacidad multipotencial de las CM derivadas del LA: estudios

de diferenciacion in vitro

Las CM derivadas del LA demostraron capacidad de diferenciacion, bajo condiciones

de cultivo con medios especificos, en células adipociticas, osteociticas y condrociticas.

Diferenciacion adipogénica: tras una semana de cultivo en medio de diferenciacion

adipogénica, empezaron a observarse cambios en la morfologia de las células que
adoptaron una forma redondeada y pequefias vacuolas intracitoplasmaticas, cargadas de
lipidos, visibles en color anaranjado mediante el colorante Oil Red O. El control

utilizado, células en medio estandar, no evidencio diferenciacion alguna (Figura 16).

Figura 16. Diferenciacién adipogénica de las CM derivadas de LA. (A) Tincién de Oil

Red O con presencia de vacuolas lipidicas en el citoplasma de las células diferenciadas.
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Diferenciacion osteogénica: a partir de la tercera semana, se observo una coloracién

violeta en el citoplasma de las células, debida a la actividad de la fosfatasa alcalina tras
ser incubadas con el sustrato BCIP/NBT (Figura 17), ademas se realizo6 la tincion con
Alizarin Red, que tifid los depositos de calcio formados en los cultivos diferenciados
(Figura 18). En las muestras control, las células en medio completo, no se evidencio

diferenciacion alguna.

Figura 17. Diferenciacién osteogénica de las CM derivadas del LA. (A) Deteccion de la
actividad de la fosfatasa alcalina, se observa una coloracion violacea en las células

diferenciadas.

Figural8. Diferenciacién osteogénica de las CM derivadas de LA. (A) Tincion con

Alzarin Red, se observa una coloracion naranja de los depositos de calcio en células

diferenciadas.

Diferenciacion condrogénica: a partir de la tercera semana en medio especifico para

diferenciacion condrogénica, se realiz6 la tincion de azul de alcian, revelando en color
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azul los los depdsitos de proteoglicanos y mucopolisacaridos (Figura 19). El control

utilizado, células en medio completo, no evidencio diferenciacion alguna

Figura 19. Diferenciacion condrogénica de las CM derivadas de LA. (A y B) Tincion de

proteoglicanos y mucopolisacaridos con azul de Alcian, se observa una coloracion azul en

las células indiferenciadas.

V.1.3. Caracterizacion fenotipica de las CM derivadas de LA

Mediante citometria de flujo, se comprobd que los cultivos de CM derivadas de LA,
expresaron en un alto porcentaje los marcadores mesenquimales: CD105 (94,90 %),
CD73 (97,75 %) y CD90 (94,04 %), mientras que la expresion de los marcadores
hematopoyéticos fue minima: CD 34 (0,38 %) y CD45 (0,29 %) (Figura 20). Por los
que, junto con la capacidad de adherirse al plastico, de alta proliferacion y de

diferenciacion, podemos decir que cumplen con los criterios establecidos por la ISTC,
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para ser definidas como células madre mesengquimales (CMM), denominandolas a partir
de ahora como CMM derivadas de LA 0 CMM-LA.

94.04 % 9 ZS % 94,90 %
H'L\\\
h " fi.
CD 90 FITC cD 73 PE CD 105 APC
0,29 % ] 0,38 %
CD 45 FITC m cD 34 apc

Figura 20. Caracterizacion fenotipica de la poblacién de CM derivadas de LA por
citometria de flujo. Nivel de expresion de la intensidad media de fluorescencia de
marcadores mesenquimales (CD90, CD73 y CD105) y marcadores hematopoyéticos
(CD45 'y CD34).

En las CMM-LA utilizadas en los experimentos (pase 4-6) expresaron factor tisular
(FT) (27,72 %), factor VIII (85,87 %) y la proteina de adhesion Podoplanina (56,81%)
(Figura 21).
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Figura 21. Expresion fenotipica del factor tisular (FT), factor VIII y Podoplanina

de la poblacion de CMM-LA, medida por citometria de flujo.

V.1.4. Expresion de RNAmM en las CMM-LA mediante PCR cualitativa

Los resultados obtenidos por PCR, evidenciaron la expresion génica positiva de los
factores de la coagulacion FVIII (Figura 22), vWF (Figura 23), FT (Figura 24) y de la
glicoproteina de adhesion podoplanina (Figura 25) en las CMM-LA.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Figura 22. Andlisis de los resultados de la PCR cualitativa de CMM-LA. Expresién génica del
FVIII, en diferentes muestras en pase 3-5. La muestra 1: agua, como control negativo; muestra

2: células sinusoidales hepaticas, como control positivo. Muestras de la 3-12: CMM-LA.
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Figura 23. Anlisis de los resultados de la PCR cualitativa de CMM-LA. Expresién génica del
VWEF, en diferentes muestras en pase 3-5. La muestra 1: células sinusoidales hepéticas, como

control positivo; muestras 2-10: CMM-LA.
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Figura 24. Anélisis de los resultados de la PCR cualitativa de CMM-LA. Expresion génica
del FT, en diferentes muestras en pase 4-6. La muestra 1: agua, como control negativo; de la
muestra 2-5: CMM-LA; muestra 6: células de membrana amnidtica humana; muestra 7:

células de medula 6sea humana y muestra 8: células de corddn umbilical.
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Figura 25. Analisis de los resultados de la PCR cualitativa de CMM-LA. Expresion génica
de la Podoplanina, en diferentes muestras en pase 3-5. La muestra 1: agua, corresponde al

control; muestras 2-8: CMM-LA.

V.1.5. Inmunofluorescencia: deteccion del FVIIIy vWF en CMM-LA
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El objetivo de emplear técnicas de inmunofluorescencia en este estudio es el de
localizar las proteinas FVIII y vFW en las CMM-LA, una vez observada la expresion
de RNAmM mediante técnicas de PCR cualitativa. Las inmunofluorescencias se
realizaron con anticuerpos frente a antigenos de FVIII marcado en FITC (La
fluoresceina al ser excitada por una luz de longitud de onda de aproximadamente 495
nm (azul) emite una luz de color verde cuya longitud de onda esta alrededor de 519 nm)
y VWF en Rhodamina (se excita a 562 nm y emite una luz de color rojo cuyo espectro
de deteccion se encuentra en torno a 578 nm). En la Figura 26, se observa como las

CMM-LA sintetizan ambos factores de la coagulacion.

Figura 26. Andlisis de la expresion de FVIII en CMM-LA mediante inmunoflorescencia. En
la imagen superior, marcaje de FVIII conngITC (verde), nuclear con DAPI (azul). Imagen

inferior marcaje de VWF con Rhodamina (rojo), nuclear con DAPI (azul). Muestras en pase 4.
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V.2. EFECTO DE LAS CMM-LA SOBRE LA
COAGULACION.

Se observa que el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa) disminuye al
incubar la sangre con CMM-LA (150.000-300.000/mL) (p<0.05). | tiempo de

protrombina (TP), INR y fibrindgeno no sufren cambios significativos (Tabla 7).

Tabla 7. Representacién de los diferentes parametros de coagulacion en muestras de sangre, en
condiciones basales (sin CMM) y tras incubacién 30 minutos a 37°C con diferentes dosis de
CMM-LA (células/mL de sangre), n=6. (N.d: no determinado).

Basal 150.000 CMM-LA 300.000 CMM-LA
TTPa (seg) 30,86 20,12 16,60
TP (seg) 12,10 12,32 11,60
TP-INR (seg) 1,13 1,12 1,06
Fibrindgeno (mg/dL) 275 270 N.d.

V.3. EFECTO DE LAS CMM-LA SOBRE LA HEMOS-
TASIA PRIMARIA: PFA-100

Los datos obtenidos en el estudio de la funcién plaquetaria con PFA-100, muestran que
el tiempo de obturaciébn (TO) en respuesta a colageno/ADP (Tabla 8) o a
coldgeno/epinefrina (Tabla 9) no cambia significativamente tras la incubacion de la
sangre con dos dosis crecientes de CMM-LA (150.000-300.000 células/mL sangre).
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Tabla 8. Representacion del tiempo de obturacién (TO) en segundos, en respuesta a
colageno/ADP. Basal (sin celulas afadidas) o tras incubacion 30 minutos a 37 °C con
150.000 o0 300.000 CMM-LA/mL. (n=6).

Basal 150.000 CMM-LA 300.000 CMM-LA
Media 80,5+17,2 82,8+16,2 86,4+15,5
Error estandar 6,1 6,1 6,9

Tabla 9. Representacion del tiempo de obturacion (TO) en segundos, en respuesta a
colageno/epinefrina. Basal (sin células afiadidas) o tras incubacion 30 minutos a 37°C con
150.000 o0 300.000 CMM-LA/mL. (n=6).

Basal 150.000 CMM- 300.000 CMM-LA
Media 94,2+19,6 103,5+20,1 114,449,1
Error estandar 6,9 7.1 41

V.4. EFECTO DE LAS CMM-LA SOBRE LA AGREGA-
CION PLAQUETARIA EN SANGRE ENTERA MEDIDA
POR EL METODO DE IMPEDANCIA (MULTIPLATE)

V.4.1. Efecto de las CMM-LA sobre la funcion plaquetaria en

condiciones basales (ausencia agonista)

Para comprobar si la interaccion de las plaquetas con las CMM-LA produce agregacion
plaquetaria, se estudid el aumento de impedancia producido por la incubacion durante 6
minutos (a 37 °C y en agitacion), con respecto a una muestra basal sin células. En la
Figura 27 se muestra un trazado representativo obtenido en ausencia de agonistas
con/sin CMM-LA. Como puede verse en la Figura 28, en condiciones basales (sin
células), la propia agitacion da lugar a un aumento de impedancia o agregacion

plaquetaria, que es menor en presencia de hirudina. La presencia de CMM-LA en
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sangre con hirudina produce un mayor aumento de la impedancia, indicando que las
CMM-LA inducen la activacion plaquetaria con formacion de agregados, que se
adhieren a los electrodos.
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Figura 27. Trazo representativo de las curvas de agregacion en sangre entera obtenidas en el
sistema Multiplate en condiciones basales (ausencia de agonistas) sin células.
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Figura 28. Incremento en la impedancia producido al incubar durante 6 minutos a 37 °C y en
agitacion sangre anticoagulada con citrato o hirudina sin/con concentraciones crecientes de
CMM-LA. El aumento en impedancia se expresa como AUC, agregacion maxima y velocidad.
* p<0,05 con respecto Basal (sin células) + citrato. ( n=3).

84



Resultados

IV.4.2. Efecto de las CMM-LA sobre la agregacion plaquetaria en
respuesta a agonistas: ADP/TRAP

El Multiplate esta estandarizado en clinica para el estudio de la respuesta de agregacion
plaquetaria en sangre entera, utilizando varios agonistas. Nosotros hemos utilizado un
agonista débil como el ADP (6,5 uM) y un agonista fuerte como el el TRAP (10 uM),
para poder ver si se produce potenciacion y/o inhibicion, respectivamente, de la
respuesta plaquetaria. El estudio se ha realizado con dos anticoagulantes: citrato sodico

e hirudina. La hirudina es un anticoagulante que inhibe irreversiblemente a la trombina.

Para comprobar si la interaccion de las plaquetas con las CMM-LA modifica la
respuesta plaquetaria a agonistas, se incub6 primero la sangre sin/con CMM-LA a dosis
crecientes durante 30 minutos y a continuacion se coloco en las cubetas del Multiplate
para registrar la respuesta a los agonistas. En la Figura 29 se muestra un trazado
representativo obtenido en respuesta a TRAP, tanto en ausencia como en presencia de
CMM-LA.

Se observo una disminucion de la agregacion plaguetaria, tanto en respuesta al ADP
(Tabla 10: respuesta a ADP en sangre citratada; Tabla 11 respuesta a ADP en sangre
anticoagulada con hirudina) como al agonista TRAP (Tabla 12: respuesta a TRAP en

sangre citratada; Tabla 13 respuesta a TRAP en sangre anticoagulada con hirudina).

La presencia de hirudina produjo una mayor inhibicién de la agregacion plaquetaria al
agonista ADP conforme aumentaba la dosis de CMM-LA (Figura 30). Asi, se observo
una mayor inhibicion de la agregacion maxima (panel A, Figura 30) y del AUC (panel
C, figura 30), en muestras de sangre extraidas con hirudina y estimuladas con ADP con

respecto a las muestras extraidas con citrato (p<0.05).
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Figura 29. Trazo representativo de las curvas de agregacion en sangre entera obtenidas

en el sistema Multiplate en respuesta al agonista TRAP, tanto en ausencia como en
presencia de CMM-LA.
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Tabla 10. Medicion de la agregacion plaquetaria en respuesta a ADP (6,5 uM) en sangre

anticoagulada con citrato sodico: efecto de diferentes dosis de CMM-LA (células/mL) (n=8).

CMM-LA:
-- 15.000 30.000 150.000 300.000
AUC media (UA*min) 49,1+11,1 42,648,4 43,1+10,5 41,3+9,0 41,0+7,3
Agregacion maxima (UA) 88,0+19,0 77,9+13,4 78,7174 75,4159 74,3t12,2
Velocidad media (UA/min) 10,8+2,4 9,6+2,2 9,3+2,3 9,3+2,0 9,1+1,6

Tabla 11. Medicion de la agregacion plaquetaria en respuesta a ADP (6,5 M) en sangre

anticoagulada con hirudina: efecto de diferentes dosis de CMM-LA (células/mL) (n=8).

CMM-LA:
-- 15.000 30.000 150.000 300.000
AUC media (UA) 55,0£9,2  48,4+10,8 454+130 44,1+135 41,692
Agregacién maxima (UA) 98,5+150 88,6+19,6 81,6+235 79,0228 74,8151
Velocidad media (UA/min) 12,5+2,0 11,123 10,1+3,1 10,58+3,5 9,74+29

Tabla 12. Medicion de la agregacion plaquetaria es respuesta a TRAP (10 uM) en sangre

anticoagulada con citrato sodico: efecto de diferentes dosis de CMM-LA (células/mL) (n=8).

CMM-LA:
-- 15.000 30.000 150.000 300.000
AUC media (UA) 82,9+12,2  75,6+11,6 73,7£11,5 66,0+10,2 62,5+9,9
Agregacion maxima (UA) 133,4+18,2 1225+16,8 118,5+18,2 107,7+14,9 101,8+14,7
Velocidad media
19,1+3,6 17,7+3,1 17,743 14,725 14,5+2.8

(UA/min)
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Tabla 13. Mediciéon de la agregacién plaquetaria es respuesta a TRAP (10 uM) en sangre

anticoagulada con hirudina: tras el efecto de diferentes dosis de CMM-LA (células/mL) (n=8).

CMM-LA:
-- 15.000 30.000 150.000 300.000
AUC media (UA) 84,0+12,3  70,3%15,2 70,8+9,6 62,2+17,7 61,8+13,8
Agregacion maxima (UA) 141,3420,8 119,2+26,2  119,7+17,1  105,5+28,6  104,4+22,6
Velocidad media (UA/min)  19,6+£3,4 15,6+3,1 16,7+2,4 14,8+4,0 14,8+3,5
A CMM-LA/mL sangre B CMM-LA/mL sangre
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Figura 30. Porcentaje de inhibicidn de la agregacion plaquetaria en respuestaa ADP (A, C,E) y

TRAP (B, D, F), expresada como area bajo la curva (AUC, paneles superiores), agregacion

méaxima (paneles intermedios), velocidad (paneles inferiores). Medicion en Multiplate. Se

observa una mayor inhibicion de la agregacion cuando el anticoagulante es la hirudina. A

p<0,05 vs

TRAP. (n=8).
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V.5. ESTUDIO DE LA FUNCION PLAQUETARIA POR
CITOMETRIA DE FLUJO

V.5.1. Agregacion en sangre entera por el método de citometria de
flujo: Efecto de la presencia de CMM-LA.

Como se ha mostrado previamente, la incubacion de la sangre con CMM-LA produjo
una disminucion en el contaje plaquetario y cierta agregacion basal (aumento

impedancia en el Multiplate), aunque disminuyo la respuesta a agonistas (Multiplate).

En el analisis de la agregacion plaquetaria en sangre entera por citometria de flujo,
también se observo que, en condiciones basales (en ausencia de agonista), la incubacion
de la sangre con CMM-LA produjo una agregacion plaquetaria del 20 %. La presencia
de heparina produjo una menor agregacion basal. Al afadir los agonistas (ADP y
TRAP) a la sangre, previamente incubada con CMM-LA, no se produjo alteracion de la
agregacion plaquetaria, pero en presencia de heparina, si observamos como las CMM-
LA disminuyen significativamente la agregacion plaquetaria, en respuesta al agonista
TRAP (Figura 31).

Disminucion Plaquetaria en presencia
de CMM y Agonistas
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Figura 31. Agregacion plaquetaria por citometria de flujo: el efecto de las CMM-LA (300.000
células/mL). Se observa una disminucién de la agregacion en las muestras incubadas con CMM

respecto a su grupo control con heparina: A p<0,05 vs TRAP.
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IV.5.2. Activacion: Efecto de las CMM-LA sobre la expresion del
marcador de activacion plaquetaria P-selectina en respuesta a los
agonistas ADP y TRAP.

Cuando hemos medido la agregacion en respuesta a los agonistas ADP y TRAP, tanto
en el Multiplate como por citometria hemos encontrado que las CMM-LA inhiben la
respuesta de agregacion plaquetaria. Esta inhibicion de la agregacion plaquetaria en
respuesta a agonistas podria deberse a una verdadera inhibicion plaquetaria por las
CMM-LA o ser secundaria a la disminucion del contaje plaquetar que se observa antes

de afiadir el agonista.

La citometria de flujo es una técnica que permite evaluar la activacion plaquetaria
(expresion de marcadores de activacidn) independientemente del contaje plaquetario.
Por ello, nos propusimos utilizar éste método para valorar el efecto de las CMM-LA
sobre las plaquetas aisladas (no unidas a CMM-LA o agregadas).

El analisis de la activacion plaquetaria por citometria de flujo, muestra como en
condiciones basales, la incubacion de la sangre con CMM-LA no produce expresion de
P-selectina en las plaquetas aisladas, es decir no hay una activacion plaquetaria basal en
presencia de CMM-LA. En presencia de heparina no se modifica la respuesta.

Al afadir agonistas a la sangre, previamente incubada con CMM-LA, la expresién de la
P-selectina disminuye significativamente en respuesta a TRAP con respecto a su control
sin CMM-LA. A su vez observamos que en presencia de heparina la expresion de P-
selectina es ain menor respecto a su control sin CMM-LA. En respuesta al agonista
ADP las plaguetas incubadas con CMM-LA no producen cambios en la expresion de P-

selectina con respecto a su control sin CMM-LA (Figura 32).
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Figura 32. Expresién plaquetaria de P-Selectina por citometria de flujo: efecto de las CMM-LA (300.000
células/mL). Se observa una disminucion de la activacién en las muestras incubadas con CMM respecto
a su grupo control sin y con heparina respectivamente: ep<0,05 vs TRAP Sin Heparina; *p<0,05 vs
TRAP Con Heparina.

V.5.3. Medicion del calcio plaquetario por citometria de flujo en
presencia de CMM-LA

En la Figura 33 se muestra la estrategia de andlisis utilizada para el estudio de la
respuesta plaquetaria a las CMM-LA (300.000 /mL). En primer lugar (A), se representd
un plot enfrentando SSC frente a FSC, lo que nos permitio localizar la poblacion de
plaquetas (P1) y la de glébulos rojos (P2). Luego se represent6 un plot (B) enfrentando
CD61 frente FSC, localizando la poblacion de plaguetas CD61+(R1) y la poblacién de
agregados celulares (R2). Posteriormente se representaron los cambios de Ca?®*
citoplasmatico (Fluo-4AM) frente al tiempo (plot C), los cambios de CD61 frente al
tiempo (plot D) y los cambios de FSC frente al tiempo (plot E), los tres plot se
representan para toda la poblacion, sin selecciones de poblacion (gates). Finalmente, de
representa los cambios de Ca?* (Fluo-4AM) y de CD61 frente al tiempo en cada
poblacion: gate P1 (plot F, 1), gate R1 (plot G, J), gate R2 (plot H, K).
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Posteriormente se analizan los datos, para obtener en la poblacién R1 (plaquetas
CD61+) y en R2 (agregados plaquetas-CMM-LA) los valores medios de Fluo-4 cada 10

segundos, durante 7 minutos de registro.

La medicion del Ca?* plaquetario por medio de citometria de flujo, muestra como en
condiciones basales, la incubacion de la sangre con CMM-LA, produce en las plaquetas
aisladas (gate R1 de la figura 33) un pequefio y transitorio aumento del calcio
citoplasmatico, seguido de un pequefio aumento mantenido (Figura 34). La ausencia de
Ca?* extracelular no cambia el aumento transitorio, pero impide el aumento mantenido,
por lo que éste Gltimo probablemente se debe a entrada de Ca?" extracelular. En
presencia de heparina, no se altera la respuesta, por lo que la trombina no esta implicada

en esta activacion de las plaquetas aisladas.

La adicion de CMM-LA (300.000/mL) a sangre entera diluida permite observar la
apariciéon de una poblacion celular con alto FSC, lo que indica que son particulas de
gran tamafio (agregados celulares). Estas particulas son mas grandes que los agregados
unicamente plaquetarios, pero son CD61+, lo que indica que contienen plaquetas.
Serian agregados plaqueta-CMM-LA. En esta poblacion, ademés se produce gran un
aumento de Ca?* citoplasmatico, que es progresivo e irreversible (Figura 35). La
ausencia de Ca®* externo con EGTA (etilenglicol-bis (B-aminoetiléter)-N, N, N ', acido
N'-tetraacético) o la inhibicion de la trombina con heparina no impide los agregados
CMM-LA. Estos datos indican gue las plaquetas que se unen a las CMM-LA se activan
y que ésta union es independiente de Ca®* y de la trombina que se pueda formar al
activarse la hemostasia secundaria por el FT de las CMM-LA.
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Figura 33. Estrategia de analisis utilizada para el estudio de los cambios de Ca*" citoplasmatico
a lo largo del tiempo, en las distintas poblaciones celulares: R1-plaquetas, R2-agregados.
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Figura 34. Incremento de Ca?* intracitoplasmatico en las plaquetas aisladas, en sangre con
CMM-LA (300.000 células/mL), bajo diferentes condiciones experimentales, +p<0,05 vs
Heparina-EGTA. (n=8).
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Figura 35. Incremento de Ca*" intracitoplasmatico en las plaquetas unidas a CMM-LA

(300.000 células/mL), bajo diferentes condiciones experimentales, *p<0,05 vs Basal. (n=8).
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V1. DISCUSION

El uso de células madre en medicina regenerativa es hoy en dia una excelente opcion
para el tratamiento de enfermedades y regeneracion de tejidos y 6rganos (Mahla, 2016).
Las primeras CM utilizadas con este fin fueron las células madre embrionarias (CME) y
las células madre adultas (CMA), pero los problemas éticos, las posibilidades de
rechazo inmune y formacion de teratomas in vivo de las primeras, asi como la dificultad
de aislamiento, potencial de diferenciacién limitado, especificidad organizada y vida
util acortada de las segundas (Xuetao Fei et al, 2013) hicieron necesaria la busqueda de
alternativas, postuldndose las células madre mesenquimales (CMM) de tejidos
extraembrionarios como excelentes candidatas (Prusa et al, 2003, In’t Anker et al,
2003).

En nuestro estudio, se han utilizado CMM, aisladas a partir del liquido amniotico (LA)
procedente de cesareas de partos llevados a término entre la semana 36-39, siguiendo un
método previamente descrito por Savickiene en 2015. Con este método obtuvimos
CMM con morfologia mesenquimal-fusiforme, correcta adherencia al plastico, alta
capacidad de renovacion y expansion in vitro. Como muestra el articulo de Hamid, et al
(2017), el potencial de diferenciacion in vitro de las CMM de partos a término es el
mismo que las CMM aisladas en torno a la semana 12-15 tras realizacion de
amniocentesis. En cuanto a la caracterizacion fenotipica, observamos la expresiéon de
CD105, CD73 y CD90, los tres, marcadores de células mesenquimales y a su vez la no
expresion de marcadores hematopoyeticos, CD34 y CD45. Las células se diferenciaron
in vitro, con medios de cultivo especificos, a condrocitos, adipocitos y osteocitos. Todo
ello, confirma la naturaleza mesenquimal de las células aisladas en este trabajo,

cumpliendo con los criterios minimos establecidos por la ISCT (Dominici et al, 2006).

El factor VIII de la coagulacién se produce principalmente en las células sinusoidales
hepéticas, almacenandose en los cuerpos de Weibel-Palade junto con el vVWF, desde
donde se secretan a plasma formando el complejo factor VIII-vWF (Turner et Moake,
2015; Yee et al, 2014). Diversos estudios muestran que los cultivos de CMM humanas
de meédula 6sea, producen FVIII in vitro, secretdndolo al medio de cultivo y que el VWF

no esta expresado en estas células (Sanada et al., 2013). En cambio, en nuestro estudio,
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hemos detectado la expresion de ambos factores (VWF y FVIII) en las CMM-LA, en
base a la expresion genotipica y fenotipica. Ademas, en estudios previos de nuestro
grupo, también se ha encontrado la presencia del VWF y FVIII en membrana amniética
murina (Guillen, 2014). La sintesis de FVIII y VWF en una misma célula es importante,
ya que el VWF puede aumentar la vida media del FVIII sintetizado por las CMM-LA, lo
gue puede ser un ventajoso, en caso de usarse éstas como Terapia celular en pacientes

con hemosfilia A.

Aunque a en la década de los 90, el equipo de Pronk, describid efectos protrombéticos
asociados a las CMM, los primeros estudios clinicos de seguridad (usando
principalmente CMM derivadas de meédula dsea), no resaltaron este aspecto.
Probablemente, los pocos efectos adversos trombéticos en estos estudios se debio a la
fuente celular (médula 6sea) y al menor numero de ceélulas infundidas. Pero,
actualmente, ya se ha demostrado que las CMM pueden interferir en el proceso
hemostatico tras ser administradas por via intravenosa, produciendo reacciones adversas
tromboticas, lo cual es de gran importancia, ya que esta fuente de CM se utiliza cada
vez mas en tratamientos con terapia celular (Furlani, 2009; Moll et al, 2012; Tatsumi et
al, 2013). Esta accidn se atribuye a la expresion del factor tisular (FT) en la superficie
de las CMM, que desencadenaria la activacion de la via extrinseca de la coagulacion,
produciendo finalmente trombina (Gleeson, 2015). Las CMM-LA utilizadas en nuestros
experimentos, mostraron una expresion media de FT del 27,72 %, al medirse mediante
citometria de flujo. Esta expresion de FT es un valor intermedio frente a los niveles
encontrados en otras fuentes de CMM. Christy y col, en 2017, describieron una
expresion cercana al 100% en CMM de tejido adiposo frente a un 30-50 %, de
expresion en CMM de médula 6sea. La expresion de FT se deberia acompafiar por una
estimulacion de la via extrainseca. En nuestro estudio hemos utilizado las pruebas
clasicas de coagulacion en plasma citratado, para ver si eran validas para el estudio de
los efectos en la hemostasia secundaria de las CMM-LA. Nuestros resultados muestran
un acortamiento del TTPa, sin cambios en el TPa, en plasma de muestras de sangre
citratada de individuos sanos, incubadas con CMM-LA in vitro. La medida del TPa en
clinica est& pensada para el estudio de déficit de factores, que producen un alargamiento
de tiempo de coagulacion. Por ello, pensamos que esta técnica no seria adecuada para
detectar un acortamiento del TPa, por la infusion con CMM, aunque haya un exceso de
FT.
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El efecto in vitro procoagulante de las CMM, contrasta con la escasez de efectos
adversos reportados tras su uso en la practica clinica, a pesar del gran nimero de
ensayos de seguridad realizados con CMM procedentes de médula dsea. Esto puede
deberse a que las CMM de médula 6sea, hasta ahora mayormente utilizadas en la
practica clinica, expresan un menor % de FT que las CMM de tejido adiposo. Sin
embargo, el actual mayor uso de las CMM de tejido adiposo, responde a una mas facil
obtencion respecto a las de médula 6sea y posibilidad de uso en trasplante alogénico, lo
cual las convierte en una nueva fuente atractiva (Toyserkani, 2017). Puesto que los
ensayos con CMM de tejido adiposo por via endovenosa o arterial han ido aumentando,
deberia revisarse si los efectos adversos de tipo trombdtico son méas frecuentes con este
tipo de CMM.

Otra posible explicacion de los escasos efectos adversos reportados en los primeros
ensayos de seguridad con CMM, es que las dosis inicialmente utilizadas eran bajas
(hasta 1x10° cel/Kg) por lo tanto, al ser menor la expresion de FT, no se produjesen
efectos tromboticos. Actualmente, al no haberse obtenido eficacia adecuada en los
ensayos clinicos, se ha optado por aumentar la dosis de las CMM e incluso en realizar
infusiones repetidas, lo cual se traduciria en mayor cantidad de FT y con ello mayor
efecto procoagulante. Es por ello, que para el uso del tratamiento con infusién
intravenosa de CMM, las células estan acompafiados de heparina ¢ sus analogos, como
la hirudina, ya que diferentes autores han descrito su efecto protector, cuya funcion es
inhibir la formacion de trombina debida al FT, evitando los efectos tromboticos
asociados al uso de la infusién intravenosa (Stephenne et al, 2012; Tatsumi et al, 2013;
Gleeson et al, 2015; Moll et al, 2015, Li Liao et al, 2017).

Aun asi, la regulacion de la expresion del FT es compleja. Como se ha comentado
previamente, depende de la fuente celular de las CMM, pero también de otros factores,
como los suplementos usados en el medio de cultivo o del numero de pases. Se ha
descrito que, en pases iniciales, los niveles de FT son elevados y se mantienen hasta
pases avanzados (pase 20), a partir de los cuales declina (Christy et al, 2017). En
nuestro caso, utilizamos las CMM-LA entre un pase 4-6, que ademas de permitirnos
obtener un numero de células suficientes, presentaban una expresion media de FT por
debajo del 30 %. Ademas, asi evitamos el deterioro de las funciones celulares que se ha

descrito en pases avanzados (Fei et al, 2013).
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Otro efecto de las CMM sobre la hemostasia secundaria es el aumento de la fibrindlisis
(Agis, 2008). En nuestros experimentos no se ha desarrollado este punto, pero si parece
interesante destacar que in vivo, este efecto activador de la fibrinolisis podria
contrarrestar el efecto procoagulante de las CMM vy explicar los escasos desenlaces

finales tromboticos descritos en los ensayos clinicos.

Actualmente se buscan otras fuentes de CMM, alternativas al uso autélogo de médula
Osea. Se prefieren fuentes alogénicas, de mas facil obtencidén y menor coste. Esto resulta
muy interesante, puesto que en este trabajo estariamos ante unas CMM-LA obtenidas de
partos a término, de facil aislamiento, cultivo y expansion. Ademas, las CMM-LA, en
nuestras condiciones de cultivo, mostraron una baja expresion de de FT. Ademas
muestran produccién de VWF y FVIII. Todo ello, las convierte en excelentes candidatas

para su uso en terapia celular y més particularmente en tratamiento de hemofilia A.

En este trabajo nos centramos en estudiar el efecto que tienen las CMM-LA sobre la
funcién plaquetaria. Para el estudio, el adecuado proceso de extraccion y manipulacién
de la muestra sanguinea es fundamental, para evitar la activacion plaquetaria. Para ello
se ha seguido el protocolo estandarizado de la ISTH (Cattaneo et al, 2013). Los datos de
expresion del marcador de activacion plaquetaria P-selectina en las muestras basales,
demuestran que las plaquetas usadas en este estudio no estaban estimuladas tras la

extraccién, confirmando asi la correcta manipulacion de la sangre.

La incubacion de sangre anticoagulada con las CMM-LA produjo una disminucién del
numero de plaquetas, lo cual sugiere que las plaguetas podrian estar uniéndose a las
CMM-LA y/6 agregandose. Un estudio reciente realizado por Sheriff y col (2018),
muestra una reduccién de la turbidez del plasma rico en plaquetas (PRP) obtenido a
partir de muestras humanas, al adicionar CMM de corddn umbilical. Ellos relacionan
esta disminucion de la turbidez con una activacion y agregacion plaquetaria. De forma
similar, se ha descrito una disminucion del contaje plaquetario tras la infusién
intravenosa, tanto en animales, como en humanos (Sheriff et al, 2018; Moll et al, 2012).
La activacion de la hemostasia secundaria producida por las CMM podria dar lugar a un
aumento de trombina, que es un agonista plaquetario. Por ello, es importante que para

descartar que la activacion plaguetaria sea secundaria a la activacion de la via extrinseca
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por el FT, se deben realizar los experimentos en presencia de un inhibidor de la
trombina. De hecho, como se ha comentado previamente, el tratamiento de las CMM
con heparina o analogos inhibe los efectos trombdticos de las CMM. En el estudio de
Sheriff, el PRP puede ser una fuente de trombina, que pueda explicar la activacion
plaquetaria. Por ello, en nuestros experimentos hemos utilizado la heparina o la
hirudina, que permite descartar que el efecto sobre la funcion plaguetaria sea debido a la
formacion de pequefias cantidades de trombina.

El ensayo de agregometria Optica con PRP, es el clasico método utilizado en
investigacion para el estudio de la funcion plaquetaria (Guevara et al, 2012), aunque
actualmente en el laboratorio clinico se prefiere el uso de la agregometria por
impedancia en sangre entera (o Multiplate ®), lo cual elimina las variables confusas en
la preparacion del PRP, al usar sangre entera, ademas de ser mas simple y facil de
realizar. En este trabajo, hemos observado como al incubar la sangre de los voluntarios
con CMM-LA, se detecta un aumento de impedancia, debido probablemente a la unién
de las plaquetas activadas (agregados plaquetarios/plaquetas adheridas a CMM) al
electrodo. Este ensayo puede realizarse con sangre citratada y con sangre anticoagulada
con hirudina, lo que permite el estudio del efecto proagregante de las CMM, sin la
formacion de trombina. Esta prueba puede resultar Gtil para observar el efecto de las
CMM-LA en el paciente antes de su infusion en terapia celular.

En el laboratorio clinico se utiliza el PFA-100, para estimar la adhesion y agregacion
plaquetaria, un sustituto del tiempo de sangria in vivo. En esta prueba se utiliza sangre
citratada, que pasa a través de unos capilares cubiertos de colageno-agonista,
midiéndose el tiempo que tardan en obturarse, los capilares, al adherirse y agregarse las
plaquetas. En nuestros experimentos, el tiempo de obturacion en respuesta a estos
agonistas no se modificd significativamente tras la pre-incubacion de la sangre con
CMM. Esto sugiere que las CMM-LA no modifican la adhesion-agregacion plaquetaria
en estas condiciones, 6 que esta prueba no es lo suficientemente sensible 6 adecuada
para ver el efecto de las CMM sobre la funcion plaquetaria. Segun se ha comentado
previamente, las CMM-LA disminuyen la activacion plaquetaria, lo que deberia
aumentar el tiempo de obturacion. Pero también, Sheriff et al (2018) han descrito que
cuando las CMM se unen a las plaquetas y las activan (como las CMM-LA), se produce

un aumento de la adhesion de las plaquetas activadas al colageno sub-endotelial. La
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disminucion de la activacion se podria asi compensar con el aumento en la adhesion,
produciendo un tiempo de obturacién final similar al medido previamente en ausencia
de CMM.

En el metabolismo de los nucledtidos de purina, participan dos ectonucleotidasas. La
primera de ellas, la difosfohidrolasa-1 ectonucleosido trifosfato (CD39), es una proteina
de membrana integral, que fosfohidroliza en un primer paso la adenosina 5’-trifosfato
(ATP) y de manera menos eficiente la adenosin 5’- difosfato (ADP), en presencia de
calcio y magnesio para producir adenosina 5’-monofosfato (AMP). La segunda
ectonucleaotidasa, es la ecto-5-nucleotidasa (CD73), que defosforila el AMP
extracelular en adenosina (Antonioli et al, 2013). El producto final, la adenosina, puede
interaccionar con diferentes receptores de membrana. Por ejemplo, unirse a receptores
A2A de Células T (A2A), adquiriendo estas células el estado de anergia y produciendo
células T reguladoras. También pueden unirse a receptores A2B de las células
presentadoras de antigeno (CPA), adquiriendo un fenotipo tolerogénico (Dunavin,
2018).

Ambas ectonucleasas estan siendo estudiadas como dianas terapéuticas para el
tratamiento de numerosas enfermedades (trastornos autoinmunes, inflamatorios,
infecciones, procesos tumorales, aterosclerosis...), con la finalidad de evitar la

produccion de adenosina (Antonioli et al, 2013).

La adenosina presenta fuertes propiedades inmunosupresoras, Zhang describi6 en 2011,
los efectos negativos de la adenosina extracelular generada por el tumor sobre la
respuesta inmune de las células T, lo cual incluye la inhibicion de la respuesta inducida
por antigenos de proliferacion, secrecién de IL-2 y citoquinas proinflamatorias como el
INF-y y TNF-a, regulacion positiva de CD25, induccion de moléculas efectoras
citoliticas (perforina y ligando Fas) y supresion de células natural killer (CNK). Sin
embargo, las células tumorales expresan poca cantidad de CD39, resultando una escasa
produccion de adenosina (Schuler, 2016). Autores como Kerkela, subrayan como en
presencia de células T, las células tumorales si pueden convertir nucleétidos en
adenosina, ya que los linfocitos T si son CD39+ (Schuler, 2016). Este efecto ya fue
reportado en 2011 por Saldanha-Araujo y col, quienes observaron una produccion

incrementada de adenosina al incubar las CMM con linfocitos T. Zhang y col (2011)
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describieron un posible mecanismo de inmunoterapia dirigida contra la enzima de
superficie CD73, basado en inhibidores 6 anticuerpos monoclonales, donde se
controlaria la produccion de adenosina, evitando el crecimiento tumoral y permitiendo

el papel inmunomodulador de las células T.

Respecto a las CMM, se ha demostrado ampliamente su potencial inmunomodulador,
habiéndose descrito varios mecanismos responsables de este efecto (Haddad&
Saldanha-Araujo, 2014; Lee et al, 2014). Recientemente, Kerkela et al (2016) han
hallado un nuevo mecanismo inmunosupresor de las CMM, llevado a cabo por la via
adenosinérgica en presencia de las ectonucleotidasas CD73 y CD39. En cuanto a la
expresion de las ectonucleotidasas en CMM, se ha visto que depende de la fuente de
CMM, es decir del tejido celular del que se obtienen (Schuler, 2016). EI CD73 es un
marcador tipicamente expresado en las CMM, pero respecto al CD39 los resultados no
estan claros, ya que pocos autores lo encuentran expresado en estas células, que se
describen tipicamente como CD39™9. Algunos autores han encontrado expresion de
CD39 en CMM derivadas del estroma oral (Schuler et al, 2016) o de médula 6sea (Lee
et al, 2014; Kerkela et al, 2016), aunque éstos Ultimos describen que la expresion de
CD39 en CMM de médula 6sea es de baja intensidad, en un 30-70 % de las células, a
diferencia de la expresién de CD73 que se produce con alta intensidad en el 100 % de
las CMM. En nuestro estudio, las CMM-LA expresaron el CD73, practicamente el
100% de la poblacién celular y en alta intensidad. Respecto al CD39 no se ha medido,

por lo que no podemos descartar que se exprese en estas células.

Recientemente Netsch et al (2018) han mostrado que la co-incubacion de CMM con
plaquetas, produce inhibicién de la respuesta plaquetaria a agonistas, debido a que
aumenta la adenosina, producida a partir del ATP/ADP, liberados por las propias
plaquetas activadas tras la adicién de los agonistas. Estos nucledtidos se transforman en
adenosina, en presencia de CMM, ya que las plaguetas son ricas en CD39, pero pobres
en CD73, ectonucleotidasa que seria aportada por las CMM. Este efecto regulatorio de

la funcion plaquetaria, lo observan en presencia de agonista, pero no basalmente.

En nuestro caso, hemos observado también un efecto inhibitorio de la activacion y
agregacion plaquetaria en presencia de CMM-LA. Puesto que nuestras CMM expresan

CD73 casi al 100 %, posiblemente parte del efecto inhibitorio sea debido a la

101



Discusién

produccion de adenosina debida a la interaccion entre el CD39 expresado en plaquetas y
el CD73 presente en las CMM-LA. Pero nosotros también hemos detectado que en
condiciones basales se produce una estimulacion de la agregacion (adhesion de
plaquetas con otras plaquetas, leucocitos y CMM), que se acompafia de una activacion
de las plaguetas formando parte de los agregados (aumento del calcio intracelular). Por
tanto, esta activacion de las plaquetas adheridas a las CMM-LA produciria adenosina en
condiciones basales (ausencia de agonistas plaquetarios), inhibiendo las plaquetas no
unidas a las CMM vy condicionando la posterior menor respuesta de estas plaquetas a los

agonistas.

Estudios recientes, como el realizado por Leng Teo y col en 2015, muestra como las
CMM pueden unirse a diferentes células sanguineas, como las plaquetas o leucocitos.
Previamente hemos comentado cémo la interaccion CMM-linfocitos, produce adenosina
y contribuye al efecto inmunosupresor de las CMM sobre los linfocitos T. En 2009,
Langer y col, describieron como las plaguetas desempefian un papel fundamental en el
reclutamiento, proliferacion, migracion e integracion de las CMM en el endotelio. Pero
se conoce poco sobre los mecanismos de adhesion plaqueta-CMM v si esta interaccion

modifica la ulterior adhesién de las CMM al endotelio inflamado/matriz sub-endotelial.

La union de las CMM a las plaquetas se produce a través de integrinas beta-1 (CD29,
receptor del colageno) (Sheriff et al, 2018). También se ha descrito que las CMM
poseen receptores de la P-selectina, como la Galectina-1 (Suila et al, 2014) o ligandos
para el receptor plaguetario CLEC-2, como la podoplanina (Sheriff et al, 2018).
Recientemente, en el articulo publicado por Sheriff et al (2018), se describe como al
incubar la sangre con CMM de cordon umbilical, las plaquetas se activan y agregan,
resultando una disminucion final en el recuento de plaquetas, mientras que al incubar la
sangre con CMM de médula ésea no se observa activacion alguna ni cambios en el
contaje final de las plaquetas. Este efecto fue atribuido a la presencia de podoplanina en
las CMM de cordon umbilical pero no en las de médula dsea. En nuestro caso, las
CMM-LA tambiéen expresaron podoplanina, detectada por PCR y citometria de flujo, lo
cual sugiere que las CMM-LA pueden adherirse a las plaquetas y activarlas, en ausencia
de agonistas. Esta adhesion explica la disminucion del contaje plaquetario producido en
nuestros experimentos. Asi, al incubar in vitro la sangre con las CMM-LA, hemos

observado que, en ausencia de agonistas afiadidos, disminuye el nimero de plaquetas
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(tubo de hemograma anticoagulado con EDTA, citrato o hirudina; o contaje relativo de
plaguetas mediante citometria) y se produce aumento de impedancia en el Multiplate, lo
que sugiere agregados. Futuros experimentos son necesarios para confirmar el papel de
la podoplanina en la regulacion de la funcién plagquetaria de los agregados plaqueta-
CMM-LA. Y cémo las plaguetas activadas unidas a CMM-LA pueden modular la
interaccion con la matriz sub-endotelial o endotelio vascular y el injerto de las CMM en
los tejidos.

Estudios futuros, son necesarios para determinar el tipo de interaccion entre las
plaquetas y CMM (receptores implicados); si esta interaccion puede ser determinante
en los efectos adversos producidos tras infusion intravenosa. De igual manera, es
importante evaluar la eficacia de la modificacion de la interaccion plaqueta-CMM, es
decir si la disminucion de los agregados CMM-plaquetas altera la adhesion, injerto y

propiedades inmoduladoras de las CMM.
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VII. CONCLUSIONES

De la interpretacion de los resultados obtenidos en este estudio, podemos concluir:

1. El liquido amniético obtenido de partos a término es una fuente adecuada

de células madre mesenquimales.

2. Las células madre mesenquimales derivadas de liquido amni6tico (CMM-
LA) expresan factores de la coagulacion y adhesion celular, pudiendo
modular la hemostasia, lo que sugiere su potencial papel en la modulacion

de la hemostasia.

3. Las CMM-LA inducen cambios en la funcion plaquetaria,

independientemente de sus efectos procoagulantes.
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VIIl. RESUMEN

Introduccion: Las células madre mesenquimales (CMM) obtenidas a partir de tejidos
extraembrionarios, respresentan una nueva fuente de células madre para su uso en
terapia celular. Estdn exentas de los problemas éticos y potencial tumorogénico
asociados a las células madre embrionarias. Y respecto a las células madre adultas,
presentan una mayor capacidad de proliferacion y de diferenciacion. Una de las fuentes
de las CMM es el liquido amnidtico, las cuales han demostrado tener excelentes
propiedades inmunomoduladoras, antiinflamatorias, asi como baja inmunogenicidad y
teratogenicidad en transplantes in vivo. Recientemente, se han descrito efectos
secundarios, principalmente fendmenos tromboticos cuando se administran las CMM
por via intravenosa. Estos efectos adversos se han relacionado con una mayor expresion
del factor tisular, el cual activaria la via extrinseca de la coagulacién produciendo
finalmente trombina. Se ha visto como las CMM interactian con otras células, entre
ellas las plaquetas, elementos con un papel fundamental en la hemostasia.

Objetivos: El objetivo prinicpal es evaluar el efecto in vitro de las células madre
mesenquimales de liquido amniético (CMM-LA) sobre la funcion plaquetaria. Como
objetivos secundarios nos planteamos el aislamiento, cultivo, caracterizacién de CMM-
LA obtenidas de partos a término, analizar el efecto de las CMM-LA sobre la
agregacion y adhesion, evaluar el efecto de las CMM-LA sobre la expresion de
marcadores de activacion plaquetaria y el estudio del efecto de las CMM-LA sobre los
niveles citoplasmaticos del calcio plaquetario.

Material y métodos: las CMM se obtuvieron de liquidos amnidticos (LA) de cesareas

programadas de partos a término. Posteriormente se cultivaron en medio Amniomed,
realizando un seguimiento del cultivo cada 48-72 horas. A los 30 dias, se evalud su
capacidad de diferenciacion a condrocitos, adipocitos y osteocitos, asi como su
identificacion realizando la caracterizacion fenotipica. Asi mismo se llevo a cabo el
anélisis molecular de las CMM-LA. En cuanto al analisis del efecto de las CMM-LA
sobre la funcién plaquetaria se realizaron los ensayos clasicos de PFA-100 y Multiplate.
Por citometria de flujo también se analizé el efecto de las CMM-LA sobre la agregacion
plaquetaria, sobre la expresion de marcadores de activacion plaquetaria y sobre los

niveles citoplasmaticos del calcio plaquetar.
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Resultados: Los cultivos de CMM-LA mostraron alta proliferacion, capacidad de
diferenciacion y expresaron los maracadores mesenquimales CD105+, CD90+y CD73+
y los factores de la coagulacién y adhesion: factor VIII, factor de von Willebrand, factor
tisular y podoplanina, siendo negativas para los marcadores hematopoyéticos CD45- y
CD34-. En cuanto al estudio del efecto de las CMM-LA sobre la funcién plaquetaria, no
se observaron diferencias por el analizador PFA-100. Por el contrario, el sistema
Multiplate y el andlisis por citometria de flujo si mostraron cambios en la agregacion y
activacion plaquetaria (expresion de P-selectina) tanto basalmente como en presencia de
agonistas. Al evaluar el calcio plaquetario por citometria de flujo, observamos como la
presencia de CMM-LA produce un ligero aumento de calcio citoplasmatico en las
plagquetas aisladas, mantenido solo en presencia de calcio extracelular, por el contrario
las plaquetas que si interaccionan con las CMM-LA mostraron un progresivo y
significativo aumento del calcio citoplasmatico. Al realizar los mismos experimentos
con heparina, cuya funcion es inhibir la produccién de trombina, se observaron cambios
significativos en la agregacion, donde se observé una reduccién de la respuesta, en la
activacion donde se disminuy6 aun mas la expresion de P-selectina, y en el aumento de
calcio citoplasmatico plaquetario de los agregados.

Conclusiones: El liqguido amni6tio obtenido de partos a término es una fuente adecuada
para la obtencién de CMM. Las CMM-LA inducen cambios en la funcién plaquetaria,
independientemente de sus efectos procoagulantes.

Palabras clave: células madre, liquido amnidtico, funcion plaquetaria.
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ABSTRACT

Introduction: Mesenchymal stem cells (MSCs) obtained from extraembryonic tissues,
represent a new source of stem cells for use in cell therapy. They are exempt from the
ethical problems and tumorigenic potential associated with embryonic stem cells.
Moreover, with respect to adult stem cells, they have a greater capacity for proliferation
and differentiation. One of the sources of MSCs is amniotic fluid, which have shown to
have excellent immunomodulatory, anti-inflammatory properties, as well as low
immunogenicity and teratogenicity in in vivo transplants. Recently, side effects have
been described, mainly thrombotic phenomena were administered intravenously. These
adverse effects, have been related to a greater expression of tissue factor, which would
activate the extrinsic coagulation pathway, ultimately producing thrombin. It has been
seen how MSCs interact with other cells, including platelets, elements with a
fundamental role in hemostasis.

Objectives: The main objective is to evaluate the in vitro effect of amniotic fluid
mesenchymal stem cells (MSCs-LA) on platelet function. As secondary objectives we
consider the isolation, culture, characterization of MSCs-LA obtained from term births,
analyze the effect of the MSCs -LA on the aggregation and adhesion, evaluate the effect
of the MSCs-LA on the expression of activation markers platelet and the study of the
effect of the MSCs -LA on the cytoplasmic levels of platelet calcium.

Material and methods: MSCs were obtained from amniotic fluids (LA) of scheduled

cesarean deliveries at term. Later they were cultivated in Amniomed medium,
monitoring the culture every 48-72 hours. After 30 days, their capacity for
differentiation into chondrocytes, adipocytes and osteocytes was evaluated, as well as
their identification by phenotypic characterization. Likewise, the molecular analysis of
the MSCs-LA was carried out. Regarding the analysis of the effect of the MSCs -LA on
the platelet function, the classic PFA-100 and Multiplate trials were carried out. The
effect of MSCs-LA on platelet aggregation, on the expression of platelet activation
markers and on the cytoplasmic levels of platelet calcium was also analyzed by flow
cytometry.

Results: The cultures of MSCs-LA showed high proliferation, differentiation capacity
and expressed the mesenchymal markers CD105+, CD90+ and CD73+ and the factors
of coagulation and adhesion: factor VIII, von Willebrand factor, tissue factor and
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podoplanin, being negative for the hematopoietic markers CD45- and CD34-. No
differences were observed by PFA-100 analyzer. By the other way, the Multiplate
system and the flow cytometric analysis did show changes in aggregation and platelet
activation (expression of P-selectin) both basally and in the presence of agonists. When
evaluating platelet calcium by flow cytometry, we observed how the presence of MSCs-
LA produces a slight increase in cytoplasmic calcium in isolated platelets, maintained
only in the presence of extracellular calcium. On the contrary, platelets that interact with
MSCs-LA showed a progressive and significant increase in cytoplasmic calcium.
heparin potentiate the inhibition of the aggregation and activation in platelets.
Conclusions: The amniotic fluid obtained from term deliveries is an adequate source
for obtaining MSCs. MSCs-LA induce changes in platelet function, regardless of their
procoagulant effects.

Key words: stem cells, amniotic fluid, platelet function.
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Capacidad de diferenciacion en los tres linajes: ectodermo, mesodermo y
endodermo.

Esquema de diferenciacion de CMM a condrocitos, adipocitos,
osteoblastos y miocitos.

[lustracion del amnios y corion, en un corte transverso de la placenta.
Esquema de la estructura plaquetaria.

Esquema de la cascada de activacion plaquetaria. Fases de la respuesta
plaquetaria (vasoconstriccion, adhesion, activacion, secrecion 'y
agregacion).

Modelo clésico de la coagulacion: via extrinseca, intrinseca y comun.
Modelo molecular y celular de la coagulacion.

Modelo molecular actual de la coagulacién con las 3 fases diferenciadas:
iniciacién, amplificacion y propagacion.

Analizador PFA-100.

Analizador Multiplate.

Representacion de la agregacion plaquetaria en sangre entera obtenida
por el sistema Multiplate.

Esquema ilustrativo de un citdmetro.

MSA (Multi Sample Agitator, University of Nottingham).

Células en cultivo obtenidas del LA, en pase 0, a los 7, 10-12 y 13-15
dias tras su siembra.

Células en cultivo derivadas del LA en pase 3-4.

Diferenciacion adipogénica de las CM derivadas de LA. Tincion de Oil
Red O.

Diferenciacion osteogénica de las CM derivadas de LA. Deteccién de la

actividad de la fosfatasa alcalina.
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Diferenciacion osteogénica de las CM derivadas del LA. Tincion con
Alzarin Red.

Diferenciacion condrogénica de las CM derivadas del LA.
Caracterizacion fenotipica de la poblacion de CM derivadas del LA por
citometria de flujo.

Expresion fenotipica del factor tisular (FT) y Podoplanina de la
poblacion de CMM-LA, medida por citometria de flujo.

Anélisis de los resultados de la PCR cualitativa de CMM-LA. Expresion
génica del FVIII.

Analisis de los resultados de la PCR cualitativa de CMM-LA. Expresion
génica del vWF.

Anélisis de los resultados de la PCR cualitativa de CMM-LA. Expresion
génica del FT.

Analisis de los resultados de la PCR cualitativa de CMM-LA. Expresion
génica de la Podoplanina.

Andlisis de la expresion de FVIII y VWF en CMM-LA mediante
inmunoflorescencia.

Trazo representativo de las curvas de agregacion en sangre entera
obtenidas en el sitema Multiplate en condiciones basales (ausencia de
agonistas) sin células.

Incremento en la impedancia producido al incubar durante 6 minutos a 37
°C y en agitacién sangre anticoagulada con citrato o hirudina sin/con
concentraciones crecientes de CMM-LA.

Trazo representativo de las curvas de agregacién en sangre entera
obtenidas en el sistema Multiplate en respuesta a TRAP, tanto en
ausencia como en presencia de CMM.LA.

Porcentaje de inhibicion de la agregacion plaquetaria en respuesta a ADP
y TRAP. Multiplate.

Agregacion plaquetaria por citometria de flujo, tras el efecto de las
CMM-LA.

Expresion plaquetaria de P-Selectina por citometria de flujo, tras el
efecto de las CMM-LA.
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Figura 33. Estrategia de analisis utilizada para el estudio de la respuesta plaquetaria

a las CMM-LA.

Figura 34. Incremento de Ca?" intracitoplamatico en las plaquetas aisladas en sangre

con CMM-LA (300.000 células/mL), bajo diferentes condiciones

experimentales.

Figura 35. Incremento de Ca?* intracitoplamatico en las plaquetas unidas a CMM-

LA.
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Anticuerpos usados para el estudio fenotipico de las CMM-LA.

Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio del efecto de dosis
crecientes de CMM-LA sobre una muestra de sangre periférica
anticoagulada con hirudina.

Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio de la agregacion
plaquetaria en presencia de CMM-LA.

Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio de la agregacion
plaquetaria en presencia de CMM-LA + Heparina.

Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio de la activacion
plaquetaria en presencia de CMM-LA.

Esquema de la preparacion de los tubos para el estudio de la activacion
plaquetaria en presencia de CMM-LA+ Heparina.

Representacion de los diferentes parametros de coagulacion en muestras
de sangre, en condiciones basales (sin CMM) y tras incubacion 30 minutos
a 37°C con diferentes dosis de CMM-LA.

Representacion del tiempo de obturacion (TO) en segundos, en respuesta a
colageno/ADP.

Representacion del tiempo de obturacion (TO) en segundos, en respuesta a
colageno/epinefrina.

Medicién de la agregacion plaquetaria en respuesta a ADP (6,5 uM) en
sangre anticoagulada con citrato sodico: efecto de diferentes dosis de
CMM-LA.

Medicion de la agregacion plaquetaria en respuesta a ADP (6,5 uM) en
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sangre anticoagulada con hirudina: efecto de diferentes dosis de CMM-
LA.

Tabla 12. Medicion de la agregacion plaquetaria es respuesta a TRAP (10 pM) en
sangre anticoagulada con citrato sodico: efecto de diferentes dosis de
CMM-LA.

Tabla 13. Medicién de la agregacion plaquetaria es respuesta a TRAP (10 uM) en
sangre anticoagulada con heparina: tras el efecto de diferentes dosis de
CMM-LA.

Tabla 14. Cebadores utilizados para la realizacion de la PCR cualitativa.
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X.2. ANEXO 2:
MATERIAL FUNGIBLE E INVENTARIABLE

X.2.1. Cultivos celulares

Medios de cultivo y soluciones especificas para cultivos celulares:

v DMEN bajo en glucosa, con L-glutamina y piruvato de sodio. Biowest, Ref.
L0060-500.

v DMSO: solucion dimetil sulféxido >99.9 % de pureza. CryoPur™ CP-10.
Biomedical.

v" Medio de cultivo para células del LA, Amniomed Plus. Euroclone, Ref. EK
AMG 200. Es un medio desarrollado especificamente para el cultivo primario de
células de liquido amniotico, estéril, completo, que no requiere adiciones.
Contiene L-glutamina, suero bovino fetal, rojo de fenol, bicarbonato de sodio,
antibidticos y todos los factores de crecimiento necesarios para un crecimiento
celular éptimo.

v Medios especificos para la diferenciacion de CMM-LA. PromoCell.

¢ Diferenciacion Adipogénica (Ref. C-28016), con suplemento (Ref. 39816).
¢ Diferenciacion Condrogénica (Ref. C-28012), con suplemento (Ref. 39812).
¢ Diferenciacion Osteogénica (Ref. C-28013), con suplemento (Ref. 39813).

v Nucleosidos: EmbryoMax® 100x Nucledsidos para células madre embrionarias.
Millipore, Ref. ES-008-D.

v PBS: tampdn fosfato salino (del inglés Phosphate Buffered Saline Dulbecco’s)
Gibco, Ref. 14190.094.

v’ Penicilina/Estreptomicina  (P/E). 5000U  Penicilina/ml. 5000 U/mL
estreptomicina. Lonza, Ref. DE17-603E.

v SBF: Suero bovino fetal. Gibco, Ref. 10270106.

v Solucién azul tripan (0.4 %). Preparada en 0,81% de cloruro sédico y 0,06% de
fosfato potésico dibasico. Sigma Aldrich, Ref. T8154.

v Tripsina-EDTA. 0,25 %. 2,5 tripsina porcina, 0,29 EDTA- 4Na por litro de
solucion de Hanks con rojo fenol. Sigma Aldrich, Ref. T4049.
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v

Ultraglutamina: Ultraglutamine 1 200mM en 0,85 % soluciéon de NaCl. Lonza,
Ref. BE17-605E/U1.

Material fungible:

SR NEE NN

AN

X.2.2.

AN NN N

<

Frascos de cultivo celular de 25 y 75 cm? Sarstedt, Ref. 83.3910.006 -
83.3911.002, respectivamente.

Placas de cultivo celular de 24 pocillos fondo plano. Poliestireno. CellStar, Ref.
662.160.

Pipetas desechables estériles de 5, 10, 25 mL. Falcon®

Tamiz celular 40pum. Nylon. Falcon, Ref. 352340.

Tamiz celular 100 um. Nylon. Falcon, Ref. 352360.

Tubos cénicos graduados Cellstar® para centrifugacion celular de 15y 50 mL.
Polipropileno (PP). Greiner bio-one, Ref. 210 261 y 352096, respectivamente.
Tubos hirudina para Multiplate. Ref. 06675751001

Tubos de Vacutainer BD de citrato sodico 3,2 %. Ref. 363048

Reactivos

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Sigma-Aldrich, Ref. E0272.

ADP (Adenosin Difosfato). Sigma-Aldrich, Ref. 01905.

Agarosa. Conda pronadisa, Ref. 45090007.

AGGFixA y AGGFixB. Platelet Solutions, Ref. PSR-002A/2B.

Agua para biologia molecular: libre de DNAsas y RNAsas. Sigma-Aldrich, Ref.
W4502.

BSA: Alblmina sérica bovina. Sigma-Aldrich, Ref. A9647.

Cytofix/Cytoperm. Kit de fijacion y permeabilizacion. BD Bioscience, Ref.
554714.

DMSO: solucion dimetil sulfoxido >99.9 % de pureza. CryoPur™ CP-10.
Biomedical.

EDTA: acido etilen-diamino-tetraacético disddico. Panreac Quimica SA, Ref.
1316691210.

Fluo-4 Calcium Assay. Thermo Fisher, Ref F10471.
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v
v
v
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v

v

v
v

(\

X.2.3.

GoTaq Hot Start Polymerase. Promega, Ref. M5006.

Metanol. Merck Millipore, Ref. 322415.

NBT: SIGMA FAST™ BCIP®/NBT. Sustrato de fosfatasa alcalina. Sigma-
Aldrich, Ref. B5655-25TAB.

PAMFix. Platelet Solutions, Ref. PSR-001.

Qiagen’s RNeasy Mini Kit. Ref. 74104.

Red Safe. iNtRON Biotechnology, Ref. 21141.

Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR. BioRad, Ref. 1708841.
Solucion Alizarin Red. Sigma-Aldrich. Ref. A5533.

Solucidn Azul alcian: 1 % en 3 % de acido acético pH 2,5. Sigma-Aldrich, Ref.
B8438.

Solucién Oil Red O. Sigma-Aldrich, Ref. 00625-25.

Solucién May Grunwald-Giemsa. Merck-Millipore, Ref. 1.01424.0500.
Solucién rojo Alizarin S. Sigma-Aldrich, Ref. A5533-25.

Tampon tris/acido borico/acido etilendiaminotetraacético (TBE). BioRad, Ref.
161-0770.

TRAP-6. Tocris, Ref. 3497.

Tubos de citometro: tubo de 5 ml de Poliestireno con fondo redondo. Falcon.
Tubos eppendorf 2 mL. Polipropileno. Ref. 0030120094

Anticuerpos

Marcadores Mesenguimales:

v
v
v

CD90 (mouse anti-human)-FITC. BD Biosciences, Ref. 555595.
CD105 (mouse anti-human)-APC. BD Biosciences, Ref. 562408.
CD73 (mouse anti-human)-PE. BD Biosciences, Ref. 550257.

Marcadores Hematopoyéticos:

v
v

CD45 (mouse anti-human)-FITC. BD Biosciences, Ref. 345808.
CD34 (mouse anti-human)-APC. Miltenyi Biotec, Ref. 130-190-954.

Marcadores Trombogénicos:

v

FT (mouse anti-human)-FITC. CekiSui Diagnostics, Ref. 4507CJ.
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Marcadores Plaquetarios:
v' CD61 (mouse anti-human)-PerCP. BD Biosciences, Ref. 347408.
v' CD62-P (mouse anti-human)-ACP. BD Biosciences, Ref. 560888.

X.2.4. Primers

En la tabla 14, se detalla la secuencia de los cebadores utilizados para la realizacién de

la PCR cualitativa.

Tabla 14. Cebadores utilizados para la realizacion de la PCR cualitativa

Tamafio Amplicon T2 Annealing

Molécula Sentido Secuencia

(pb) (°C)
hTF Forward CGACGAGATTGTGAAGGATG 252 55
hTF Reverse CGGAGGCTTAGGAAAGTGTTG
hPodoplanina Forward CATCGAGGATCTGCCAACTT 117 58
hPodoplanina Reverse TGTGTGTCTCCATCCACTTTC
hFactor VIII  Forward CTGACCCACTGTGCCTTACC 313 58
hFactor VIII  Reverse ACTGATTTCCTGTGGCATCC
hvWF Forward GTCCTCCTCTTACCACTGTTTG 565 58
hvWF Reverse GGTCACACACACACTCATACTC
X.2.5. Equipos:

v Agitador magnético: Shaker DOS10l. ELMI Skyline
v Analizador de electroforesis: G: BOX de Syngene.
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Balanza de precision: Precisa XB 320.

Balanza: Precisa XB320M Max: 320 gramos, min: 0,02g.

Bafo termostatizado OVAN.

BD FACScalibur System BD Bioscience. Dos laseres, cuatro colores.

BD FACSCanto System. BD Bioscience. Dos laseres, seis colores.

BIORAD iQ5 real time PCR detection system.

Bomba de vacio: Rocker 300.

Cabina de flujo laminar seguridad tipo 1l. TELSTAR BIO-II-A.

Cabina de Flujo Laminar tipo 11 con filtros HEPA.

Cabina de PCR: TELSTAR XB Mini-V/PCR.

Camara de microscopio invertido: DS-L3. DS Camera Head. DS-Fi2
Centrifuga Heraeus. Multifuge 3 SR+. Thermo Scientific.

Centrifuga: Thermo Scientific. FRESCO 21. HERAEUS.

Citometro de flujo Accuri C6 ™ de 4 colores y 2 laseres. Becton Dickinson®.
Cubeta de electroforesis. Elite 300. Wealtec.

Easy-load® Masterflex® Digital Console drive. Modelo: 7518-00.
Esterilizador de material quirargico: Steri 250.

Estufa de Cultivo 37 °C, 5 % COs2.

Fast Real Time PCR System 7500, de Applied Biosystems.

Incubador HERA Cell 150 Thermo Scientifics.

Lector de placas: Infinite 200 Pro. TECAN.

Lupa: Nikon SMZ1000. 1X WD70.

Microondas TEKA.

Microscopio confocal SP2 LEICA.

Microscopio confocal Sp8 LEICA.

Microscopio invertido trilocular AE30/AE31, MOTIC®.

Microscopio Optico invertido: Motic A E30.

MSA: Multi Sample Agitator. Este agitador, es un termo-bloque de aluminio
formado por 12 pocillos internos y otros 17 pocillos externos, disefiado y donado
por la Universidad de Nottingham, que permite agitar muestras bioldgicas de
forma homogénea y reproducible.

Nanodrop: Nanodrop SimpliNano™ GE Healthcare.

Termociclador SensoQuest Labcycler. Thermo Scientific.
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X.3. ANEXO 3: CONSENTIMIENTOS INFORMADOS

X.3.1. Hoja informativa y consentimiento informado para la donacion
voluntaria de muestras bioldgicas

HOJA DE INFORMACION PARA LA DONACION VOLUNTARIA DE
MUESTRAS BIOLOGICAS (MEMBRANA AMNIOTICA, CORDON
UMBILICAL Y LIQUIDO AMNIOTICO) PARA INVESTIGACION
BIOMEDICA EN PACIENTES ADULTOS

IDENTIFICACION Y DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO

El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente muestras biol6gicas
(membrana amniotica, corddén umbilical y liquido amniético) sin que ello suponga ningln riesgo
afiadido para su salud ni comprometa un correcto diagnéstico y tratamiento para usted. La
principal via de obtener dichas muestras es la utilizacion de las muestras sobrantes de las
extracciones que se hacen con fines diagnosticos. Parte de la muestra no es necesaria para el
correspondiente estudio y para establecer un diagnéstico y por ello, es normalmente destruida.
Dichas muestras biolégicas (membrana amnidtica, cordon umbilical y liquido amni6tico) seran
utilizadas en el proyecto de investigacion biomédica titulado: “Sintesis de FVIII por las células
estromales mesenquimales de los tejidos extraembrionarios”, que esta siendo realizado por el
Dr. José Maria Moraleda Jiménez del Servicio de Hematologia y Hemoterapia y que ha
sido ya evaluado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia.

Las regulaciones locales requieren el consentimiento informado antes de que usted done
voluntariamente muestras bioldgicas para que pueda comprender la naturaleza, los beneficios
y los riesgos de la donacién. Entonces usted puede decidir si dona 0 no de una manera
voluntaria e informada. La firma del formulario de consentimiento indicara que usted ha
sido informado y que otorga su consentimiento.

Es importante que lea detenidamente esta hoja de informacion al paciente, que entienda su
contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las preguntas que crea preciso
acerca de la misma.

OBJETIVO

El avance de la ciencia y de la medicina exige la realizacion de investigacion sobre muestras
humanas, ya sea de donantes sanos o de enfermos.

La finalidad de esta donacidn de muestras biologicas (membrana amnidtica, cordén umbilical y
liquido amniético) es el estudio de la capacidad de sintesis del factor VIII de la coagulacién por
las células mesenquimales de estos tejidos; un factor fundamental para la regulacion de la
hemostasia en los pacientes hemofilicos. Su estudio permitira conocer el uso potencial de estas
células en el tratamiento de los pacientes con hemofilia A y se realiza con el fin de que los
avances obtenidos puedan trasladarse lo antes posible a la practica clinica.

¢EN QUE CONSISTE LA DONACION?
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Le solicitamos permiso para la donacion con fines cientificos de un fragmento de unos 20 cm?
de membrana amniética, del cordon umbilical y de unos 50 ml de liquido amnidtico.

En el proceso de donacion de muestras bioldgicas sera de aplicacion la Ley 14/2007 de 3 Julio
de Investigacion Biomédica y conforme a la cual, previa a la firma del consentimiento para la
utilizacién de una muestra bioldgica con fines de investigacion biomédica recibird la
informacidn que se detalla en el capitulo Il de la ley citada referente a la finalidad, beneficios
esperados, posibles inconvenientes, identidad del responsable, derecho de revocacion del
consentimiento, lugar de realizacion de los andlisis y destino de las muestras, derecho a conocer
los datos genéticos, garantias de confidencialidad, conservacién de los datos y muestras, acceso
a datos y derecho a no ser informado. Para ello se le entrega una hoja de informacion sobre la
donacién de muestras biolégicas que podra leer detenidamente asi como preguntar las dudas que
le surjan previo a la firma del consentimiento especifico para dicha donacion.

¢CUALES SON LOS RIESGOS GENERALES DE LA DONACION?

No se prevé ningun riesgo o molestia adicional para usted ya que Unicamente va a autorizar la
investigacion con muestras biologicas (membrana amnidtica, cordon umbilical y liquido
amnidtico) sobrantes, que de otra forma se desecharian tras el parto. Para la obtencion de este
material, no se llevara a cabo ninguna prueba o intervencion distinta durante el parto.

La donacion de membrana amniotica, cordén umbilical y liquido amniotico no tiene efectos
secundarios, ni para la madre ni para el nifio, ya que se toman de los tejidos y liquidos que se
van desechando durante el parto.

BENEFICIOS ESPERADOS

Tal como recoge la Ley de Investigacion Biomédica de 3 de Julio de 2007, “La donacion y la
utilizacion de muestras bioldgicas humanas sera gratuita, cualquiera que sea su origen
especifico, sin que en ningln caso las compensaciones que se prevén en la ley tengan un
caracter lucrativo o comercial. La donacién implica, asi mismo, la renuncia por parte de los
donantes a cualquier derecho de naturaleza econémica o de otro tipo sobre los resultados que
pudieran derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con
dichas muestras bioldgicas”. Los conocimientos obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo
a partir de su muestra y de muchas otras pretenden ayudar al avance médico y a mejorar el
conocimiento de las causas por las que se produce la enfermedad.

No percibira ninguna compensacién econémica o de otro tipo por las muestras donadas y éstas
no tendran valor comercial. Sin embargo, si las investigaciones que se pudieran realizar tuvieran
éxito, podrian ayudar en el futuro a pacientes que padecen Hemofilia A grave.

La donacidén implica, la renuncia por parte de los donantes a cualquier derecho de naturaleza
econdmica o de otro tipo sobre los resultados que pudieran derivarse de manera directa o
indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con las muestras bioldgicas.

La donacién de muestras no impedira que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre
gue estén disponibles, cuando por razones de salud puedan ser necesarias.

La titularidad de los resultados de la investigacién realizada con las muestras correspondera a
los investigadores responsables.

CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION Y DERECHO DE
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

La decisién de donar sus muestras es totalmente voluntaria, pudiendo negarse a donarlas e
incluso pudiendo revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna
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explicacion y sin gque ello tenga ninguna repercusion en la relacion con su médico ni perjuicio
alguno en su diagnostico/tratamiento y/o seguimiento.

Si decidiera revocar el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se haya
utilizado en la investigacion, seré destruida o anonimizada. Tales efectos, no se extenderan a los
datos resultantes de la investigacion que ya se haya llevado a cabo con anterioridad.

¢A QUIEN PUEDO PREGUNTAR EN CASO DE DUDA?

Es importante que comente con cualquiera de los investigadores de este proyecto los
pormenores o dudas que surjan antes de firmar el consentimiento para donacion de muestras
bioldgicas (membrana amnidtica, cordén umbilical y liquido amnidtico).

Asi mismo, podra solicitar cualquier explicacién que desee sobre cualquier aspecto de la
donacidn y sus implicaciones contactando con el investigador principal del proyecto, el Dr. José
Maria Moraleda Jiménez en el teléfono 968 369532.

CONFIDENCIALIDAD

Los investigadores responsables de la investigacion se comprometen a asegurar la intimidad y
confidencialidad de los datos de caracter personal de los sujetos que participen en el estudio, de
conformidad a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de
Caracter Personal; el Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el
Reglamento de desarrollo de la misma, asi como la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica
reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion
y documentacion clinica y documentos contenidos en el archivo.

Todas las muestras bioldgicas y todos los resultados analiticos se enmascararan utilizando
etiquetas con un namero de c6digo unico, por lo que cualquier relacién entre la muestra y su
identidad personal tienen caracter estrictamente confidencial. Toda la informacién de
investigacion bioldgica obtenida de su muestra de membrana amnidtica, cordon umbilical y
liquido amniético sera estrictamente confidencial y no se usara para ningan otro propdsito fuera
de los del proyecto, accediendo Unicamente a la informacion obtenida los investigadores
responsables.

Asimismo, se informa que los resultados obtenidos de los diferentes estudios llevados a cabo
con las muestras, pueden ser publicados en revistas cientificas, sin embargo, nunca sera
facilitada su identidad o datos que le identifiquen o puedan llegar a identificarle.

CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE LA DONACION

Los datos que se obtengan del analisis de la muestra seran archivados, y formaran parte del
estudio referido. Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los
aprobados para la préactica clinica, por lo que no deben de ser considerados con valor clinico
para usted.

A estos efectos, se entendera que no desea recibir tal informacién, tanto en relaciéon con su
persona como con su familia, salvo que manifieste lo contrario.

En el caso de que el médico responsable considere que usted debe recibir dicha informacion
para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares biol6gicos, se informaré a un
familiar proximo o0 a un representante, previa consulta del comité asistencial si lo hubiera. En
todo caso, la comunicacion se limitara exclusivamente a los datos necesarios para estas
finalidades.

Los productos biol6gicos que se generen en este estudio, se podran mantener en el Biobanco de
la Regién de Murcia para ser utilizadas para cualquier otra investigacion futura y para ello, se le
entrega junto con esta informacioén Hoja de informacion y autorizacion especifica del Biobanco
(Anexo I).
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X.3.2. Hoja de informacién y autorizacion del Biobanco

o BIOBANC-MUR
IM'_ i Biobanco enRed de la Reglon de Murcia AI"'“

[LESIY

[ BT n T AT

DROCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS ¥ MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESD ASISTENCIAL PARA
IRVESTIGACION BIOMEDICA ¥ 51 CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En ¢l Hospite! Clinico Briversitarie Virgen de la Arrisecn, igual que en la mayaria de hospitales, ademas de la
asistencia a los pacientes, se realiza investigacitn biomédica. La finalidad de esta investigacion ¢5 progresar en el
conacimiente de las enfermedades v en su prevencidn, diagndstico, prondstico ¥ tratamiento, Esta investigacidn
hiomédica requiere recoger dates clinicos v muestras bioldgicas de pacientes v donantes sanas para analizarlos y
ohtener conclusiones con & ohjetiva de conecer mejor las enfermedades y avanzar su diagndstico y/o tratamdenta,

Las muestras v datns clinicos ehtenidas para el diagnéstice o contral de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también dqtiles y necesarias para la investigacitn. De hecho, muchos de los avances cientificos
ohtenidas en los dltimas afins en medicina san fruta de este tipo de estudios

Solicitamos su autorizacién para incorporar 3l Blobanc-Mur Moda Areo | del hospital el material bioldgico
sobrante de las pruebas gue, como parte del actual proceso asistencial, se le han realizado o se le van a
realizar en este centro, con el fin de gue puedan ser utilizadas en investigacion biomédica.

Siguiendo ko establecido por la Ley 142007, de Investigacitn Biomédica, la Ley Orgdnica 15/ 1%%% de Proteccidn de
Datas Personales, ¥ sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacion v
el consentimiento informade que se le adjunta al final para su firma, si esth de acoerdo en participar en esta propuesta

Aué s un biobanco®: nstitucidn para foverecer bo investigacidn y lo salud.

Un biohanco es una institecion, regulada por leves especificas, que facilita la investigacién biomédica, es decir, agquella
dirigida a promaver la salud de las personas.

Las muestras incluldas en un blobanco pueden ser cedidas para investigacion en Medicina, siempre bajo la supervisidn
de un comité aentifice y otra de &ica. Las muestras se cederin generalmente sin informacidn personal asociada,
aungue & veces podra ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
investigacidn.

La investigacion biomédica es, hoy en dia, un fendmena global por lo que ocasionalmente estas muestras padrdn ser
cedidas a grupes de investigacidn fuera de Espafa, siempre que se cumplan los requisitos de la kegislacidn espafiola v
lo aprueben los correspondientes comins
i) dgi i : En mingin caso se le procticardn s proebas de las
imprescindibles poro s edecuoda afencion meédicn.

S guardard ¥ dispondra del material bioltgico sobrante que se le extraiga durante el procese asistencial [muestras de
sangre, liquidas bioldgicos y/fo tejidos), sin que este hecho le cause maolestias adicionales. La donacidn de muestras
excedenies de este proceso asistencial o impedicd que usted o su familia puedan usarlas, coando sea necesario por
mativos de salud, siempre gue estén disponibles. Las muestras y La informacion asociada a las mismas se custodiacin
v/ o geardarin en el Biobance Biobanc-Mur Noda Aren | del Hospital Clinico Universitarie Virgen de la Arrixeca
hasta su extincitn. Este Biobanco forma parte coma nodo de la Red Tematica de Investigacion Cooperativa [RETIC) de
Binhancos del Instituto de Salud Carlas 11 con la referencia ROO9 007 8,065, v estd en procesa de Registro con el
desarrello de ka normativa regional de Biobancos que aplica la normativa naciosal

Este biobanoo acoge colecciones organizadas de muestras bloliégicas e informadidn asociada en lag condiciones y
prrantias de calidad y seguridad gue exige la legislacion anteriormente referida y los oddigos de conduda aprobados
por los Comités de Etica Dichas muestras ¥ su informadiin asociada quedan disponibles para aquellos Investigadores
gue lo soliciten al biobanco.

.-:_n-h 1
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Cualquier estudio de investigacidn para &l que e solicite la wtilizacién de estos datog o muestras deberd disponer
siempre de la aprobacian del Comité de Etica de la Investigacion [CEI) competente, que velard para que las
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre |as mis estrictas normas éticas ¥ legales. Adensds, el comind
cientifico del bivchanco garantizara gue los proyectos sean de excelencia centilica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que [y investigacion o requiens, se realizacan estudios genéticos, v a
partir de ellos se puede abtener informaciom acerca de su salud v ba de sus Familiares. Siempre se acuard velando por
la proteceidn de esta informacidn (ver apartado de proteccidn de datos ¥ confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su historial clinico, solamente en
el caso de gue ello sea imprescindible para la realfzacion del proyvecto para & gue se soliciten las muestras y previa

autorizaciin por parte del Comité de Etica correspondiente.

En casa de ser necesaria alguna muestra adicional, la institacitn sanitaria se podria poner en contacto con usted para
splicitarle nuevamente su colaboracidn. En este caso se le informard de bos motivos y se le soliditard de nueve su
consentimiento,

Proteccidn de datos y confidencialidad: Las muestras se conservardn codiffcadas.

Los datos personales que se recajan serin obtenidos, tratados v almacenados cumplienda en todo memento el deber
de secreta, de acuerdo con la legislacion vigente en materia de proteceidn de datas de caricter personal.

La identificacidin de las muestras bioldgicas del Biobanco serd sometida a un proceso de codificacion. A cada muestra
se e asigna un cadige de identificacidn, que serd ol utilizado por los investigadores, Inicamente ¢l personal autprizado
por el biobance poded reladonar su identidad con los citades codigos. Medianie este proceso los investigadores que
seliciten muestras al biochance oo podrin conecer ningin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obrenidos de la investgaciin realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas. su identidad
no serd fcilitula, En aguellos estudios en log gque ne se prevean resultados potencialmente otiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de ﬂtitﬂ, las muestras y datos podrin ser anonimizadas, es decir, no habra
ninguia posibilidad de volver a asociar la muestea con su identidad.

Sus muestras ¥ los datos clinicos azociados a las mismas, pasaran a formar parte del fichers del Biobanco, inserito en la
Agencia de Proteceion de datos.

Responsoble del fichern : Fundacidn para o Formacion e favestigaoita Saniterios de lo Regidn de Murcia
Direccidin Postall Calle Luls Fortes Pegan, 81, 20003 Murca

Usted podra ejercer sus derechos de accesn, rectificacian, cancelacion ¥ ehjecidn, asi coma abtener informacian sobre
el usa de sus muestras y dates asoclados, dingiéndose a:

Fundacion para la Formacion e [nvestigacion Sanitarias de la Region de Murcia
Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 303 Murcia
Tel: 96EISA75T E-mail: juanp sernai@earm. es

Caricter altruista de la donacion. Lo cesion de muestros Fu'ufrjlgif.n'l guer wsted realize ol Biohoanco del
Haspital Clinico Universiterio Virgen de la Arrixaca es grafulfo.

La donacidn thene por dispasiciGn legal cardcter alirwista, por lo que usted no ebtendrd nl ahora ni en el futune ningtn
beneficio econdmico por la misma, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacidn biomédica, Sin embargo, les conocimientes obtenidos
gracias a los estudios [levadoes 4 cabo a partir de su muestra ¥ de muchas oiras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a piras persanas,

.:':Ja-n__ 2
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Participacién voluntaria. S negativa NG repercutirg en su asistencia méddion, presente o futura

Su participacidn es totalmente voluntania, Si firma ¢l consentimiento informade, confirmar que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier moments posterior a la firma sin tener gque
explicar los maotivas v esto no repercutica negativamente en su asistencia médica, presente o futura

Revocacion del consentimiento: si wsted decide firmar este consentimiento, podrd tmmbién cancelario

libremente.

S oen un futuro usted quisiera anelar su onsentimiente, sus moeestras bioldgicas serfan destruoidas v los datos
asoclados a las mismas serfan retirados del biobanco. También poadria solicitar la anonimizacién de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria b relacion entre sus datos personales [gue revelan su identidad ) y sus muestras biologicas y
datos clinicos aseclados. Los efectos de esta cancelacidn o anonimizacian no se pedrian extender a ba investigacuin que
ya g2 liubiera llevado a cabo,

S deseara anular su consentimiento, deberd solicitarlo por esceito al Director del Biobanco, en la direccidn
anterisrmente indicacla

Informaciin sobre los resultados de la investigacién: se le proporcionard informacidn si usted desea
recibirla

En el casn de que usted bo selicite expresamente, el Biohance podrd proporcionarle informacidn acerca de cusibes son
lag ipvvestigaciones en que se han utilizado gus msesteas y de bos resultades globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacion o anonimizacion.

Los métodos wtilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los aprobadoes para la prsctica clinica, por
lo que mo deben de ser consideradas con valor climico para usted. Sin embargo, en el casa gque estas investigaciones
proporcionen dates gue pudieran ser clinica o gendéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o a ba de su
familia, le serin comunicados si asi o estima oportune. Asimisma, podria darse el caso de obtenerse informacitn
relevante para su familia, le corresponderd a ueted decidir & quiers o ne comunichrselo. 5i Ud gquiere que e le
comunigque dicha informacion reblevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

5 oustex] mo desea recibie esta informacion, tenga en cuenta gue la ley establece que, cuando la informacitn obtenila
s Necesaria para evitar un grave perjuicio para ba salud de sus Rimiliares binldgices, un Comité de expertos estudiard
el caso v deberd decidir si es conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales,

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicadoe esta informacian sobre cualguier duda que
jpueda tener, ahora o en el future, en relacidn con este consentimlento. Asimismo, puede comentar sus
dudas eon su médico, guien le pondrd en contacto con el personal sanitario auterizada.

Le agrodecemos su desinberesoda colaoboracion con ef avance de la cdencia v lo medicing, De exta forma estda
wsted coloborandoe o vencer lay enfermedodes p apedar o multitud de enfermos actuales y futuros,

() B s 4
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
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UTILIZACION DE DATOS CLINICOS ¥ MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESD ASISTENCIAL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Mombre y Apellidos (donanie] .o s Persona del centro que infarma

Edad: Sexn: [ 11| [IMI:

5i ha comprendido |a informacidn que s& le ha proporcionado, ha resuetto cualguier duda que pudiess tener y decida
colabarar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términes antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinice Universitario Virgeo de o Armixacg a que el matenial bielégico sohrante
de las pruehas que se le han realizada o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incarporadas en el Bishorco Binhonc-Mur Noda Area I, v que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a
cabio proyectas de investigacian hiomédica, siempre que éstas cuenten con la obligada aprebacion del Comité de Etica
de Investigacion competente. Esta autarizacian la concede tras haber sido informado werbalmente v haber leido la
informacian adjunta,

Confirmo que:

L. Autoriza al Hospital Chinice Universitario Virgen de o Areixaca a que el material biolagice sobrante de las pruebas
que s¢ le han realizade o se le wan a realizar como parte del actal proceso asistencial sean incorporadas en el
Binhanc-Mur Nodo Area |y que sea cedido desde el misma con la finalidad de levar a cabo proyectoes de investigacian
biomédica, slempre que éstos cuenten con la obligada aprobacidn del Comité de Etica de Investigaclin competente.
Esta autorizaciin la concede tras haber side informada verbalmente y haber leido la informacién adjunta

(mE] I

. Desea que se le comunigue la informacion derivada de ba investigacion que realmente sea relevante y aplicable para

sw ealud o la de su familia Osl ONO Tebéfono o E-mail de contacto

I Autoriza a ser contactada en el casa de necesitar mas informacian o muestras hinldgicas adicionales
asi Omo Teléfane o E-mail de conbacton e -

4. He expresado mi desea de que se respeten las sigubentes excepeiones respecto al abjetive v métodos de las
investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma
=1 TR B i DB
r
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CONSENTIMIENTO INFORMADD ANTE TESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS ¥ MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA ¥ 5U CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre ¥ Apellidos [donante) Persara del centra gue informa
Edad: Sexo: DL e ] ) .
Mombre y apellicdos del testigo gue lrma [ O ———

Relaciim oon el domamte: .. e e

51 ha comprendido la informacidn gue se le ha proporclonade, ha resuelto cualguier duda gue pudiese tener y declde
calabarar con Biobonc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Aurariza al Hospital Clinice Universitorio Virgen de be Arcixaca a que el material biolagice sobrante de las pruehas
que 2¢ le han realizade o e le van a realizar como parte del acooal proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo Area Iy que sea cedid desde ol misma con la finalidad de levar a cabo provectes de investigacian
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacidn del Comité de Etica de Investigacidn competente,
Esta sutorizacion ky concede tras haber side informado verbalmente y haber leido I informacion adjunta.

sl [m[ ]

Z. Deesiear quiee se le comunigue la informacion derivada de la investigacidn que realmente sea relevante y aplicabde para
su salud o la de su familia sl 0RO Teléfono o E-mail de contacto .. e
I Autoriza a ser cantactada en el casa de necesitar mas informacidn o muestras hioldgicas adicionales

Os=1 Ono Telé&fone o E-mail de contacton ... -
4, He expresade mi desea de que se respeten las sigusentes excepciones respecto al objetive v métodos de las
Investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombra,

TESTIGD PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma
En - 1] =
M
[‘- = Hinlanc-Muwr, Biobanoe en Red de la Regidn de Murcia

Red Nacional de Biobancoes - ISCHL Versidn julic 2012
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" BIOBANC-MUR
!Ml .4 Biobanco enRed de la Region de Murcia AI

io b Frrimne
W7 o o AL

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS ¥ MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESD ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA ¥ 51 CONSERVACION EN UN BIOBANCO,

HWombre v Apellidos [d be:) Persona del centro gue informa
Edad: Sexo: [ L] -
Mombre y apellidos del tutor legal que firma [1].] [— -

Relaciim com el donamte: e e

5l ha comprendido la informacidn que se le ha proporcionade, ha resuelto cualguler duda que pudiese tener y decide
walabarar con Biobonc-Mur Node Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El ahajo firmante autoriza al Hospital Cinico Universitario Virgeo de bo Arcicace a que el material biolégico sohrante
de las pruebas gue ge le han pealizado o se le wan a realizar como parte del actual proceso asistencial gean
incarporacas en ol Biohanco Binhanc-Mur Nede Arew I, v que sea cedida desde el mismo con la finalidad de Nevar a
cabio proyectos de investigacian blomédics, slempre que éstos cuenten con la obligada aprobacian del Comité de Etica
de Investigacion competente. Exta autarizacion la concede tras haber sido informado verbalmente v haber leido [a
Informacidn adjumnta,

El abajo firmante confirma que:

1. Se me ha infarmada que, legada la mayoria de edad de mi representada, este tend i derecho a revocar o madificar
este consentimients, para lo cual deberd estar debldamente infermade. En casa de que no eferza dicho derechi, s
considerard gue el actual decumento de consentimiento informadoe sigue vigente

sl CIrai
L Desea que se le comunique la informacion derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para
g &alud o la de su familia 0s1 OnNG Teléfona o E-mail de contaeto.. ..,
& Autoriza a ser contactada en ¢l caso de necesitar mis informacian o muestras hinlagicas adicionales

=l Oreo Tal&one o E-mail de contactos e

4. He expresado mi deseo de que se respeten las sipubentes excepolones respecto al abjetive v métados de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar én su nombre,

TUTOR ASENTIMIENTD DEL MENOR | FERSONA QUE INFORMA
CAPACITADD
Firma Firma Firma
{7 e b G

P |.
= Rinlane-Mur, Biebaooe en Red de fa Keglto de Murcla
Red Nacianal de Biobancos - ISCUL Versidn julie 2012

==
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sg BIOBANC-MUR
IM' ~He Blobanco enRed de la Region de Murcia AI -
En a._de i
BEVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS ¥ MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESD ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA ¥ 5U CONSERYACION EN UN BIOBANCO.

FOR EL DOMANTE:

o, DL/ Diha. com DML e — anulo el consentimientos
prestada en fecha........ 1 — de 20, ¥ no desen proseguir la denacién voluntaria al biohanco Biaboae-
Mur Node Area I, que doy por Ainallzada al dia de hoy.

O SDLICITO ELIMINACION S0L0 DE LA MUESTHA.

O S0LICITO ELIMINACION 5000 DE MIS DATOS PERSOMALES,
La muestra quedara anonimizada irreversiblemante y podra ser utilizada en proyectos de investigacian,

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS ¥ MUESTRAS.

Fn.:
En . de de 20_........
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DOMNANTE:
Yo, DL/ Dia. com DML e, Como representante legal de
Dy Diva ool DML e, anule el consentimiente prestado en
Fecha,.e. 1 L PO— de 2.y no desea proseguir la donacién voluntaria al biohanco Blabane-Mur Modo Area !,

que doy por finalizada al dia de hoy.
[ SOLICITO ELIMINACION S0L0 DE LA MUESTRA,
O SOLICITO ELIMINACION S0L0 LDS DATOS PERSOMNALES,
La muestra quedard anonimizada imreversiblemente v podra ser utilizada en proyectos de investigacion,
O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS ¥ MUESTHAS.
Fdo.:

En - ] de 20,

= Bisbanc-Mur. Biobaneo en Red de la Hegidn de Murcia
Fid Macional de Biobances - ISCHIL Versidn julie 2012
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X.4. INFORME DEL COMITE DE BIOETICA

Murciano . ; .
e St Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca”

Cira. Madrid - Cartagena - Tell. 968 36 95 00
30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D, Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunion del dia 17/02/2014, acta 02/2014 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. José M? Moraleda Jiménez referida al estudio:

Titulo: Sintesis de FVIII por las células estromales mesenquimales (MSCs) de los tejidos extraembrionarios

19, Considera que

- El ensayo se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacién en el estudio.

- Elalcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son aproplados para llevar a cabo el estudio.

29, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE y acepta que sea realizado por el Dr. José M?
Moraleda Jiménez como investigador principal en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca

Lo que firmo en Murcia, a 17 de febrero de 2014

Servicio Murciano de Salud
Hosnital “Vira

de la Arrixaca l

ga Lilnica

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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X.5. APORTACIONES A JORNADAS Y CONGRESOS

v" Propiedad de sintesis de FVIII y FvW por las células madre mesenquimales
procedentes del liquido amniotico (A.Soriano-Filiu, A.l. Garcia-Guillén, M.
Fernandez-Arrausi, E. Garcia-Navarro, J.E. Millan-Rivero, D. Sanchez-Salinas,
J.M. Moraleda, M.P. Quesada-Rico, N. Marin-Atucha).

Tipo de participacién: comunicacion oral.

Jornada: Il Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia. Murcia 2016.

v" Amniotic fluid-derived mesenchymal stem cells (AF-MSCs) decrease agonists
platelet reponse (M. Fernandez-Arrausi, D. lyu, E.G. Navarro, J.J. Cerezo-
Manchado, M. Rodriguez-Valiente, A.l. Garcia-Guillén, J.M. Moraleda, F.Garcia-
Candel, N.M. Atucha).

Tipo de participacion: poster.

Congreso: XXVI Congress of the International Society on Thrombosis and
Haemostasis and 63rd Annual Scientific and Standarization Committee (SSC)
Meeting. Berlin 2017.
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